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Resumo 
A infertilidade atinge cerca de 10 a 15% dos casais em idade fértil, com uma incidência 
crescente de acordo com a idade. Vários fatores femininos e/ou masculinos podem 
estar na origem do quadro de infertilidade do casal. De entre eles, uma das potenciais 
causas que tem vindo a ganhar cada vez mais relevância são os estilos de vida.  
Apesar da multiplicidade de estudos já desenvolvidos, verifica-se que o impacto dos 
estilos de vida na fertilidade é em geral avaliado individualmente e apenas num dos 
membros do casal, estando em falta na bibliografia uma abordagem que considere o 
potencial efeito de interações entre estilos de vida e a contribuição de ambos os 
membros do casal. De forma a procurar colmatar esta lacuna, este trabalho avaliou o 
impacto isolado e conjunto dos hábitos de consumo de álcool, tabaco e café, bem 
como do excesso de peso e idade, tendo em conta os seus efeitos e interações nos 
pacientes individualmente e em casal. Para isso, 77 pacientes responderam a um 
questionário sobre os seus hábitos de consumo e características fisiológicas, o que 
permitiu posteriormente avaliar o efeito destes nos indicadores representativos de 
fertilidade escolhidos: a morfologia espermática para os pacientes do sexo masculino, 
a taxa de sucesso da fecundação para as pacientes do sexo feminino e a qualidade 
embrionária ao 3º e 5º dia para o casal.  
Observou-se um efeito significativo do álcool isolado (χ2 = 8.15; p < 0.05), da interação 
do café e tabaco (χ2 = 13.67; p < 0.01) e do café com o álcool (χ2 = 9.23; p < 0.05) na 
morfologia espermática; uma aproximação de significância (SQ = 0.25; p = 0.067) do 
tabaco e café no sucesso da fecundação; um efeito significativo da variável idade (SQ 
= 5.51; p < 0.05) e consumo de álcool (SQ = 13.78; p < 0.001) e também uma forte 
tendência da interação entre o tabaco, café e álcool (SQ = 4.6; p = 0.062) na qualidade 
embrionária ao 3º dia; e por fim, um efeito significativo de todas os hábitos de 
consumo, IMC e idade (SQtabaco = 5.11; SQálcool = 5.91; SQIMC = 3.81; SQidade = 6.65; p < 
0.05) na qualidade embrionária ao 5º dia. Assim, verificou-se que a influência dos 
hábitos de consumo na fertilidade foi consistentemente demonstrada. Constata-se 
ainda a importância da integração simultânea dos diferentes hábitos de consumo do 
indivíduo e do casal, tal como dos fatores fisiológicos como o IMC e a idade para 
determinar o impacto destes na qualidade dos gâmetas e embriões resultantes. 
 
Palavras-chave: FIV; estilos de vida; infertilidade conjugal; gâmetas; 
desenvolvimento embrionário.
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Abstract 
Infertility affects about 10 to 15% of couples of childbearing age, with an increasing 
incidence varying with age. Several female and/or male factors may be behind the 
couple's infertility framework. Among them, one of the potential causes that has 
become increasingly relevant is lifestyle.  
Despite a multitude of studies already developed, the impact of lifestyles on fertility is 
generally assessed individually and only in one of the couple's members, resulting in a 
gap in literature of an approach that considers the potential effect of interactions 
between lifestyles and the contribution of both partners in a couple. In order to address 
this gap, this dissertation aimed to evaluate both the isolated and combined impact of 
alcohol, tobacco and coffee consumption habits, as well as overweight and age, taking 
into account their effects and interactions on individuals and couples. To do so, 77 
patients answered a questionnaire about their consumption habits and physiological 
characteristics, which later allowed to evaluate their effect on the chosen 
representative fertility indicators: sperm morphology for male patients, success rate of 
fertilization for female patients and embryo quality on the 3rd and 5th day for the couple. 
Significant effects of alcohol by itself (χ2 = 8.15; p < 0.05), the interaction of coffee and 
tobacco (χ2 = 13.67; p < 0.01) and coffee with alcohol (χ2 = 9.23; p < 0.05) on sperm 
morphology were observed; near-significance (SQ = 0.25; p = 0.067) of tobacco and 
coffee in the success of fertilization; a significant effect of the variable age (SQ = 5.51; 
p < 0.05) and alcohol consumption (SQ = 13.78; p < 0.001) and also a strong trend of 
the interaction between tobacco, coffee and alcohol (SQ = 4.6; p = 0.062) in embryo 
quality on the 3rd day were also obtained; finally, a significant effect of all drinking 
habits, BMI and age (SQtobacco = 5.11; SQalcohol = 5.91; SQBMI = 3.81; SQage = 6.65; p < 
0.05) was found on embryo quality at day 5. Thus, the influence of drinking habits on 
fertility was consistently demonstrated. It should also be noted the importance of the 
simultaneous integration of the different consumption habits of the individual and the 
couple, as well as physiological factors such as BMI and age to determine their impact 
on the quality of gametes and resulting embryos.  
 
Keywords: IVF; lifestyle; marital infertility; gametes; embryo development.
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Figura 2. Diagramas de caixa representando as diferenças entre técnicas de 
inseminação para: a) taxa de sucesso de fecundação ovocitária; b) qualidade 
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representada a relação entre a morfologia espermática e: a) interação do consumo de 
tabaco com o de álcool; b) interação do consumo de álcool com o café; c) consumo de 
álcool apenas; e d) a idade estandardizada para a amostra. As caixas representam 
intervalos de confiança a 95% e a linha azul o valor médio. 
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confiança a 95% e a linha azul o valor médio. 
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morfológica espermática nos indivíduos amostrados. São apresentados: a estatística 
de contraste associada a uma distribuição de χ2 e graus de liberdade (gl) para cada 
parâmetro, assim como o p-value correspondente. Os símbolos “*” e “.” Representam 
significância ou proximidade de significância, respetivamente.
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taxa de sucesso da fecundação nos indivíduos amostrados. São apresentados:  a 
soma dos quadrados, a estatística de contraste associada a uma distribuição de F 
(Fischer) e graus de liberdade (gl) para cada parâmetro, assim como o p-value 
correspondente. Os símbolos “*” e “.” Representam significância ou proximidade de 
significância, respetivamente. 
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Anexos 
 
Figura s1. Exemplo de gráficos de diagnóstico utilizados para o modelo selecionado 
para a qualidade embrionária ao 5º dia. São quatro resultados que revelam se o 
modelo é ou não bem ajustado aos dados: a) e c) representam os residuais 
(estandardizados ou não) relativamente aos valores previstos, onde a aproximação de 
uma linha reta indica bom ajuste; b) representa o ajuste dos quantis teóricos aos 
residuais estandardizados, onde a aproximação dos valores à reta tracejada 
representa um ajuste adequado; e d) que utiliza a distância de Cook para verificar se 
existem alguns valores individuais de residuais que possam ser problemáticos para o 
modelo. Como nenhum valor se aproxima da linha que representa a distância de 
Cook, esta não se encontra sequer visível, indicando novamente um bom ajuste dos 
residuais do modelo. 
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Figura s2. Questionário sobre os estilos de vida elaborado pelos autores.  
 
Tabela s1. Melhor modelo geral linearizado selecionado com função stepAIC para 
prever a variação da qualidade morfológica espermática nos indivíduos amostrados. 
São apresentados: a estimativa β associada a cada parâmetro e erro padrão 
correspondente a esta estimativa, assim como o z-score e p-value associado a cada 
parâmetro. O símbolo “.” representa proximidade de significância. 
 
Tabela s2. Melhor modelo de regressão de mínimos quadrados selecionado com 
função stepAIC para prever a variação da qualidade morfológica espermática nos 
indivíduos amostrados. São apresentados: a estimativa β associada a cada parâmetro 
e erro padrão correspondente a esta estimativa, assim como o t-score e p-value 
associado a cada parâmetro. O símbolo “.” representa proximidade de significância. 
 
Tabela s3. Melhor modelo de regressão de mínimos quadrados selecionado com 
função stepAIC para prever a qualidade embrionária ao 3º dia resultante dos 
indivíduos amostrados. São apresentados: a estimativa β associada a cada parâmetro 
e erro padrão correspondente a esta estimativa, assim como o t-score e p-value 
associado a cada parâmetro. O símbolo “.” representa proximidade de significância. 
 
Tabela s4. Melhor modelo de regressão de mínimos quadrados selecionado com 
função stepAIC para prever a qualidade embrionária ao 5º dia resultante dos 
indivíduos amostrados. São apresentados: a estimativa β associada a cada parâmetro 
e erro padrão correspondente a esta estimativa, assim como o t-score e p-value 
associado a cada parâmetro. O símbolo “.” representa proximidade de significância. 
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1. Introdução 
A incapacidade de gerar um filho é uma adversidade que tem atingido um número 
crescente de casais (Rutstein & Shah, 2004). Dado as expectativas pessoais, 
interpessoais, sociais e religiosas, para a maioria dos homens e mulheres um filho é 
um projeto fundamental da vivência em casal. A sua ausência involuntária, associada 
aos sentimentos de perda, fracasso e exclusão que frequentemente a acompanha, 
pode estar na origem de diversos problemas psicológicos a longo prazo (Kraft et al., 
1980; Bahamondes & Makuch, 2014). 
 
1.1. Prevalência de infertilidade 
Na espécie humana, sob condições ótimas, a probabilidade máxima de ocorrência 
duma gravidez clinicamente reconhecida num ciclo menstrual é de 30 a 40% (Macklon 
et al., 2002). Cerca de 50% dos casais em idade fértil têm sucesso em obter uma 
gravidez espontaneamente ao fim de três meses de relações sexuais regulares e 
desprotegidas, valor que aumenta para mais de 85% concluídos os 12 meses de 
tentativas (Bongaarts, 1975). O insucesso em obter uma gravidez nesse ou num maior 
período de relações sexuais regulares e desprotegidas é o que define infertilidade 
(Crosignani et al., 1996). Apesar da prevalência da infertilidade ser difícil de avaliar, 
estudos apontam que, na população mundial, cerca de 8% a 15% dos casais em idade 
fértil sejam atingidos por ela, com uma provável média global de 9% (Boivin et al., 
2007; Chachamovich et al., 2010). No entanto, esses valores diferem de acordo com a 
região geográfica considerada. Estima-se que a prevalência geral de infertilidade em 
países desenvolvidos varie entre os 6,9% e 9,3%, enquanto que, em países em 
desenvolvimento, a estimativa fica compreendida entre os 3,5% até aos 16,7% (Boivin 
et al., 2007; Ombelet, 2009). Em algumas regiões do mundo, as taxas de infertilidade 
atingem valores ainda mais elevados, podendo chegar a 30% em algumas populações 
(Nachtigall, 2006; Ombelet et al., 2008). Tal é particularmente verdadeiro em regiões 
onde a prevalência da infertilidade já é por si elevada, o que inclui o sul da Ásia, a 
África subsaariana, o Oriente Médio e o norte da África, a Europa Central e Oriental e 
a Ásia Central (Mascarenhas et al., 2012). 
É geralmente aceite que as tendências para taxas de fertilidade mais baixas são 
também um reflexo de mudanças socioeconómicas que tiveram impacto tanto na 
educação, como numa mais adequada e ampla utilização de métodos contracetivos 
FCUP 
Impacto dos estilos de vida de casais inférteis na qualidade dos gâmetas e embriões 
2 
 
(Te Velde et al., 2002; Leridon, 2006). Para as mulheres, a disponibilidade de métodos 
contracetivos hormonais permitiu-lhes terem controlo sobre a maternidade. A ligação 
entre a sexualidade e a reprodução que era até então uma inevitabilidade biológica, 
passou a ser uma questão de escolha  (Van de Kaa, 1987; Bailey, 2006). Por outro 
lado, à medida que oportunidades educacionais, de emprego e de carreira surgiram 
neste processo, o comportamento reprodutivo foi fundamentalmente alterado (Van de 
Kaa, 1987; Goldin, 2006).  
De facto, nos países desenvolvidos, associado ao aumento da expectativa de vida e 
aos avanços nas técnicas de reprodução assistida, surge uma tendência para que o 
início do planeamento familiar comece após o estabelecimento de carreiras, 
resultando em idades parentais mais elevadas. Devido a esse adiamento da gravidez 
por parte do casal (Sartorius & Nieschlag, 2009), muitos tentam ter filhos numa fase 
em que a fertilidade começa a diminuir (Daar & Merali, 2002).  
 
1.2. Procriação Medicamente Assistida 
Em resposta à necessidade dos casais de recorrer à ajuda médica para resolver os 
problemas subjacentes de fertilidade, as técnicas de Procriação Medicamente 
Assistida (PMA) têm vindo a ser aperfeiçoadas ao longo dos anos, criando a 
possibilidade de ajudar uma grande parte destes a atingir uma gravidez viável 
(Kovalevsky & Patrizio, 2005). Entre os tratamentos oferecidos aos casais inférteis, as 
técnicas de PMA estão associadas a uma maior taxa de sucesso, já que envolvem a 
manipulação de gâmetas, zigotos ou embriões para atingir uma gravidez (Bromer & 
Seli, 2008). 
A Fertilização in vitro (FIV) constitui uma das técnicas de PMA disponíveis mais 
eficazes e compreende todo o processo que vai desde a colheita de ovócitos dos 
ovários da mulher, passando pela fertilização dos ovócitos in vitro com os 
espermatozoides colhidos e processados, até à transferência do(s) embrião(s) 
resultante(s) para o útero da paciente (Alper, 2012). 
O primeiro nascimento fruto dum tratamento bem-sucedido de FIV foi relatado em 
1978 (Steptoe & Edwards, 1978) e desde essa altura, o avanço tem sido contínuo de 
forma a desenvolver procedimentos mais eficazes e seguros para tratar os casais. 
Nestes últimos 40 anos, juntamente com o progresso nas áreas da estimulação 
ovárica, cultura embrionária e criobiologia, também foi introduzida a técnica de FIV 
com recurso à Injeção Intracitoplasmática de Espermatozoides (ICSI – 
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intracytoplasmatic sperm injection) e ainda foram desenvolvidas técnicas para a 
remoção de corpos polares, blastómeros e células da trofoectoderme para a 
realização de análises genéticas e a identificação de doenças congénitas (Healy et al., 
2017). De acordo com o relatório de 2018 do Comité Internacional para a 
Monitorização de Técnicas de Reprodução Assistida, a estimativa é de que, em 2011, 
cerca de 2 milhões de ciclos foram realizados em todo o mundo e, nesse mesmo ano, 
mais de 500.000 crianças nascidas foram concebidas in vitro (Adamson et al., 2018).  
Ainda assim, mais avanços na área continuam a ser necessários. Embora muitos 
aspetos das técnicas de FIV tenham melhorado significativamente, as taxas de 
implantação ainda são baixas e menos de 50% dos tratamentos resultam em gravidez 
(Nyboe Andersen et al., 2008; Kupka et al., 2014; Sunderam et al., 2018). A 
incapacidade de selecionar os embriões com maior 
potencial reprodutivo parece ser, pelo menos em parte, responsável 
por esse insucesso (Kovalevsky & Patrizio, 2005; Seli et al., 2010). 
 
1.3. Seleção embrionária e a tecnologia de time-lapse  
Um passo crítico em todos os procedimentos de fertilização in vitro é a cultura dos 
ovócitos fecundados e a subsequente seleção de um ou mais embriões para 
transferência  (Cruz et al., 2011). Em todos os ciclos é, portanto, fundamental 
identificar embriões viáveis de alta qualidade com o maior potencial de implantação. 
Apesar de várias estratégias para a seleção embrionária terem sido propostas, tais 
como perfis metabolómicos e screening genético (Bromer & Seli, 2008), as 
características morfológicas têm sido as mais amplamente utilizadas na seleção de 
embriões de excelência (Kaser & Racowsky, 2014) por apresentarem uma relação 
significativa com o potencial de implantação. Em laboratório, a avaliação morfológica 
foca-se no momento imediatamente antes da transferência que por norma ocorre no 
dia 3 (fase de clivagem) ou no dia 5 (fase de blastocisto) do desenvolvimento 
embrionário (Boiso et al., 2002), fases onde é possível observar um maior número de 
parâmetros preditivos da qualidade embrionária (Racowsky et al., 2003). No entanto, 
apesar da introdução de sistemas de score embrionário (Cummins et al., 1986; Steer 
et al., 1992; Fisch et al., 2001; Terriou et al., 2001; De Placido et al., 2002) a relação 
entre a morfologia no dia 3, as características do blastocisto no dia 5 e a viabilidade 
embrionária permanece mal definida. 
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Tradicionalmente, a avaliação embrionária tem sido feita através da observação ao 
microscópio da sua morfologia por parte dum embriologista (Nakahara et al., 2010). 
Contudo, a preocupação com o efeito do manuseamento dos embriões fora do 
ambiente controlado das estufas de incubação, uma vez que é possível a ocorrência 
de alterações ao nível da temperatura e pH, bem como nas percentagens de CO2 e 
O2, limitam tempo e o número de observações que se podem realizar (Montag et al., 
2011; Desai et al., 2014) e, por conseguinte, a informação obtida em relação ao 
desenvolvimento embrionário e as mudanças morfológicas que sofrem durante o 
período de incubação ficam restritas aos poucos momentos de observação (Kaser & 
Racowsky, 2014). Sendo o desenvolvimento embrionário um processo ativo, a 
classificação de embriões baseada apenas em aspetos morfológicos estáticos e 
dependentes grandemente dos tempos de observação limitam a informação disponível 
ao embriologista e leva a que eventualmente não se observem processos importantes 
de curta duração (Cruz et al., 2011). Além disso, a natureza dinâmica e gradual da 
mudança na morfologia celular pode ocultar eventos que só se tornam visíveis quando 
as imagens são condensadas num filme contínuo e coerente (Payne et al., 1997). 
Com o surgimento da tecnologia de time-lapse, estas desvantagens têm sido 
ultrapassadas. A tecnologia de time-lapse consiste na captura de imagens estáticas 
em intervalos de tempo curtos e definidos que são depois compiladas numa sequência 
conjugada, de forma a criar um vídeo acelerado do desenvolvimento (Landecker, 
2006; Wallberg et al., 2016). Associado à embriologia, essa tecnologia pretende 
minimizar perturbações no ambiente de cultura ao integrar a incubação e a aquisição 
de imagem dos embriões em um único sistema (Cruz et al., 2011). A sua utilização 
como rotina em laboratórios de PMA permite uma monitorização contínua da cultura 
(Kirkegaard et al., 2015), o que torna possível o estudo de todo o desenvolvimento 
embrionário e não apenas de momentos isolados deste, e ainda avaliar os parâmetros 
morfocinéticos do embrião (Herrero & Meseguer, 2013). A monitorização através do 
time-lapse permite que um fenómeno observado em um momento específico seja 
vinculado diretamente à capacidade de desenvolvimento e à implantação do embrião. 
De facto, numerosos estudos sugerem que o timing de alguns eventos específicos – 
formação dos pronúcleos, singamia, divisão precoce, intervalos da divisão celular, 
sincronismo da divisão celular e início da formação de blastocisto – são indicadores do 
potencial de desenvolvimento e de implantação do embrião, com grande utilidade na 
seleção dos embrões mais capazes de implantar após transferência e de continuar o 
seu desenvolvimento in utero (Cruz et al., 2011; Chamayou et al., 2013; Conaghan et 
al., 2013; Desai et al., 2014; Kirkegaard et al., 2015).  
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1.4. As principais causas de infertilidade 
O processo de envelhecimento reprodutivo humano é ditado sobretudo pela 
diminuição gradual da fertilidade feminina com a idade, caracterizada tanto por uma 
redução do número de ovócitos disponíveis, como numa perda de qualidade ovocitária  
(Broekmans et al., 2007). Durante a vida fetal, os ovários contêm a totalidade de 
folículos (ovócitos rodeados por células da granulosa) que deverão atender às 
necessidades reprodutivas da mulher ao longo da sua vida. Devido à extinção antes 
do nascimento das células germinativas primordiais femininas precursoras dos 
gâmetas, é estabelecido um limite máximo para a vida reprodutiva da mulher (Faddy & 
Gosden, 1996). Entre a fase fetal e o nascimento da mulher, o número total de 
ovócitos que os ovários contêm decresce drasticamente dos 6-7 milhões iniciais para 
1-2 milhões (Markstrom et al., 2002). Após o nascimento essa alta taxa de perda 
ovocitária desacelera, de modo que no momento da menarca, marco do início do 
período reprodutivo, a mulher permanece ainda com cerca de 300 mil a 400 mil 
ovócitos (Broekmans et al., 2007). Durante os anos reprodutivos, o declínio no número 
de ovócitos estabiliza em cerca de mil por mês (Bayer, 2012). No entanto, finalizado o 
período de fertilidade ideal que vai dos 18 anos de idade até mais ou menos os 30 
anos, a perda ovocitária volta a acelerar e, a partir dos 37 anos, a quantidade de 
ovócitos em declínio torna-se significativamente elevada (te Velde & Pearson, 2002). 
Essa alta taxa de perda ovocitária mantem-se até por volta dos 50 anos, idade onde a 
reserva ovárica disponível atinge os mil ou menos folículos, um número insuficiente 
para sustentar o processo hormonal cíclico necessário para a ocorrência da 
menstruação (Broekmans et al., 2007).  
Paralelamente à perda progressiva do número de folículos, também a qualidade dos 
ovócitos diminui a partir dos 30 anos. A frequência de anomalias cromossómicas 
aumenta rapidamente com o aumento da idade materna, de tal forma que a maioria 
dos embriões são cromossomicamente anormais em mulheres acima dos 37 anos de 
idade, contendo todas as combinações possíveis de monossomias e trissomias (te 
Velde & Pearson, 2002).  
Acredita-se que as aneuploidias cromossómicas sejam as responsáveis pelo aumento 
substancial da frequência de abortamentos espontâneos com a idade (Spandorfer et 
al., 2004). Esse aumento na frequência de abortamentos espontâneos é uma 
consequência da reduzida fertilidade feminina que se observa anos antes da 
menopausa: embora entre os 40 e os 50 anos ainda restem folículos suficientes para 
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sustentar a ocorrência da menstruação, a maioria destes ovócitos são anómalos e por 
isso, mesmo que fecundem e implantem, a probabilidade duma gravidez prosseguir 
com sucesso é substancialmente mais baixa nessas condições (Broekmans et al., 
2007).   
A não disjunção durante a meiose é o principal mecanismo que explica a ocorrência 
da maioria das aneuploidias nos embriões (Whitman-Elia & Baxley, 2001; Bayer, 
2012). Por outro lado, a observação da composição cromossómica de blastómeros de 
embriões de mulheres mais velhas revela uma alta frequência de mosaicismo 
cromossómico, demonstrando que a não-disjunção mitótica durante o 
desenvolvimento inicial dos embriões também é um efeito associado ao 
envelhecimento dos ovócitos (Wells & Delhanty, 2000). A diminuição da qualidade 
ovocitária com a idade pode ser ainda resultado de possíveis diferenças entre células 
da linha germinativa no momento em que são formadas durante a vida fetal, do 
acumular de danos nos ovócitos no decorrer da vida da mulher ou mesmo de 
mudanças na qualidade das células da granulosa ao redor do ovócito (te Velde & 
Pearson, 2002; Warburton, 2005).  
Contrariamente à mulher, os homens geralmente não apresentam uma interrupção 
clara da capacidade reprodutiva (Plas et al., 2000). No entanto, várias alterações 
fisiológicas que afetam o sistema endócrino e a função testicular são observadas com 
a idade. Essas alterações resultam na diminuição da função testicular e das células de 
Leydig, o que consequentemente afeta a produção de testosterona (Kovac et al., 
2013). Entre os parâmetros seminais, o volume, a percentagem de espermatozoides 
móveis e a percentagem de morfologia normal são os mais consistentemente 
relatados como alterados em homens mais velhos (Brahem et al., 2011). A idade 
também pode ter um impacto na integridade do DNA espermático ao elevar a taxa de 
fragmentação deste, o que por sua vez afeta o potencial fértil, aumenta o risco de 
abortos recorrentes e diminui a probabilidade duma implantação bem-sucedida 
(Benchaib et al., 2007; Bayer, 2012; Ferraz, 2014).  
Além da idade, existe uma multiplicidade de outros fatores femininos e/ou masculinos 
que podem estar na origem do quadro de infertilidade do casal, tais como disfunções 
ovulatórias, anomalias cromossómicas, fatores espermáticos, fármacos, doenças, 
traumas pélvicos, estilos de vida, entre outros (Guzick et al., 2001; Bath et al., 2002; 
Partridge et al., 2004; Clementini et al., 2005; Soares et al., 2005; Holoch and Bruce, 
2010; Grigorescu et al., 2014).  
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O fator masculino está presente em cerca de 30 a 40% das situações de infertilidade 
(Whitman-Elia & Baxley, 2001). O fator mais frequentes no homem é o varicocele, com 
uma incidência de cerca de 15% na população em geral e de aproximadamente 40% 
nos homens inférteis (Bayer & Alper, 2012).  Outro fator masculino de infertilidade são 
as causas genéticas, com uma incidência de cerca de 30% (Whitman-Elia & Baxley, 
2001). Dentro do fator feminino, o fator tubo-peritoneal representa cerca de 30 a 40% 
dos casos de infertilidade, caracterizados por alterações na integridade tubária, na 
cavidade uterina e a presença de aderências pélvicas que comprometem a anatomia 
do trato genital feminino (Brugo-Olmedo et al., 2001). As disfunções ovulatórias que 
compreendem o desenvolvimento, a maturação e a rutura do folículo, são 
responsáveis por cerca de 25% dos casos (O’Flynn, 2014). Já o fator cervical está 
presente em 10% dos casos de infertilidade feminina, existindo ainda outras causas 
cuja percentagem não é tão significativa (5%) (Whitman-Elia & Baxley, 2001).  
Cerca de 30 a 40% dos casais que procuram tratamento exibem uma combinação de 
fatores tanto masculinos, como femininos, e por esse motivo é necessário considerar 
ambos os membros do casal aquando do estudo da fertilidade (O’Flynn, 2014). 
Aproximadamente 10% dos casais, mesmo depois de todos os fatores referidos serem 
avaliados, não apresentam quaisquer alterações objetivas que levem a um diagnóstico 
definitivo. Estes são então considerados pacientes com infertilidade inexplicada ou 
idiopática (Brugo-Olmedo et al., 2001). 
 
1.5. Estilos de vida e infertilidade 
A influência dos estilos de vida na fertilidade tem recebido uma atenção crescente nos 
últimos anos, inclusive em relação aos efeitos destes nos resultados das técnicas de 
PMA (Homan et al., 2007; Braga et al., 2015). Tendencialmente, a infertilidade 
conjugal deverá aumentar como consequência da prática de determinados 
comportamentos de risco (Vasconcelos et al., 2014) que podem repercutir-se 
negativamente na capacidade reprodutiva e estar na origem de alterações na 
qualidade dos gâmetas e embriões resultantes (Van Voorhis et al., 1996; Joesbury et 
al., 1998; Rubes et al., 1998; Zenzes et al., 1999; Klonoff-Cohen et al., 2002; Klonoff-
Cohen et al., 2003), qualidade esta que é determinante para o sucesso do tratamento. 
Desta forma, torna-se relevante explorar mais detalhadamente o impacto individual e 
conjunto dos diferentes hábitos na fertilidade. 
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1.5.1.  Tabaco 
Embora seja amplamente reconhecido como um risco para a saúde e uma das mais 
importantes causas de morte prematura, o consumo de tabaco continua prevalente na 
sociedade (Zenzes, 2000; Veeranki et al., 2014).  
No que diz respeito à fertilidade, observou-se que o tabaco é o fator que maior risco 
representa (Macklon et al., 2009). Estudos epidemiológicos em mulheres em idade 
reprodutiva mostraram que o consumo de tabaco altera a função ovárica e pode estar 
na origem do fenómeno de falência ovárica prematura, fazendo com que as mulheres 
fumadoras atinjam a menopausa mais cedo que as não fumadoras (Cramer et al., 
1995; Mikkelsen et al., 2007; Macaluso et al., 2010). Está associado a distúrbios da 
função menstrual, como oligomenorreia e sangramento intermenstrual (Hornsby et al., 
1998; Windham et al., 1999; Soares & Melo, 2008) e a níveis hormonais alterados 
(Zumoff et al., 1990). Está também demonstrado a ocorrência de alterações nas 
trompas e no útero, levando a uma maior incidência de abortamentos e gravidez 
ectópica (Ankum et al., 1996; Saraiya et al., 1998; Soares et al., 2007; Waylen et al., 
2009). Além disso, encontra-se ainda ligado a modificações descritas na zona pelúcida 
– através do espessamento desta camada, dificultando a fecundação – e 
escurecimento do citoplasma, podendo os ovócitos fecundados apresentar um 
desenvolvimento mais lento e clivagens anormais (Wdowiak et al., 2013). 
Já no homem, apesar de nem sempre se verificarem alterações (Trummer et al., 
2002), tem sido no geral observado uma redução da qualidade espermática e da 
capacidade fertilizante dos espermatozoides como consequência do consumo de 
tabaco (Sharma et al., 2016). A associação com o declínio da qualidade espermática 
tem sido observada na motilidade, concentração e morfologia, que são os parâmetros 
mais utilizados em ambiente clínico para avaliar a fertilidade masculina (Vine et 
al.,1996; Zavos et al., 1998; Wong et al., 2000; Wallock et al., 2001; Wang et al., 2001; 
Macaluso et al., 2010). Sabe-se ainda que o fumo do tabaco é rico em radicais livres 
que aumentam o stress oxidativo no trato reprodutivo masculino (Shi et al., 2001; 
Tremellen, 2008; Gunes et al., 2018). Esse aspeto tem sido associado a um aumento 
significativo de espermatozoides com DNA fragmentado e/ou mutado (Saleh et al., 
2002; Sepaniak et al., 2006), o que por sua vez pode impedir a fertilização do ovócito e 
o desenvolvimento do embrião (Mostafa, 2010). 
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1.5.2.  Álcool  
O consumo excessivo de álcool tem sido relacionado ao desenvolvimento de 
patologias na maioria dos sistemas corporais humanos, tais como o sistema 
reprodutivo (Lieber, 1990; Dunphy et al., 1991).  
O álcool pode afetar o potencial reprodutivo por dificultar a obtenção duma gravidez e 
aumentar o risco teratogénico (Streissguth et al., 1980; Sobral et al, 2012). Por causa 
disso, é recomendado o estabelecimento de limites máximos de ingestão semanal a 
casais que estejam a tentar engravidar (O’Flynn, 2014), já que o consumo moderado 
aparenta não ter influência na taxa de concepção (Gulekli et al., 2009).  
No que ao homem diz respeito, o álcool pode comprometer o funcionamento gonádico 
por interferir com a função do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonádico (Cicero et al., 
1979;  Härkönen & Ylikahri, 1983). A razão entre o estradiol livre e a testosterona livre 
é modificada pelo consumo de álcool (Hansen et al., 2012) e observa-se mais 
frequentemente casos de paragem da espermatogénese e de síndrome de só células 
de Sertoli (Pajarinen et al., 1996). 
Embora nem todos os estudos estejam de acordo  (Teijón et al., 2007;  Hansen et al., 
2012), alguns destes sugerem uma associação negativa entre o 
consumo de álcool e a qualidade seminal (Martini et al., 2004; Muthusami & 
Chinnaswamy, 2005; Gaur et al., 2010). Dentro dos parâmetros seminais estudados, 
na sua generalidade, os resultados indicam que o consumo de álcool tem um efeito 
negativo no volume seminal e na morfologia espermática (Ricci et al., 2017). O 
alcoolismo pode ainda causar atrofia testicular, impotência e redução da libido 
(Boyden & Pamenter, 1983). 
Comparativamente aos homens, os efeitos adversos do álcool na saúde das mulheres 
é observado para níveis de consumo mais baixos, o que pode ser consequência da 
menor quantidade total de água corporal das mulheres, das diferenças no 
metabolismo do álcool entre ambos os sexos ou do impacto do álcool nos níveis de 
estrogénio e progesterona (Bradley el al., 1998). Essas variações dos níveis de 
estrogénio e  progesterona estão na origem de disfunções ovulatórias, como a 
ocorrência de ciclos anovulatórios, amenorreia e alterações da fase lútea (Gulekli et 
al., 2009). A ingestão de álcool por parte das mulheres tem sido também relacionada 
com taxas de implantação embrionária mais baixas e desenvolvimento de embriões de 
qualidade inferior (Wdowiak et al., 2014; Alvarez, 2015), assim como um elevado risco 
de abortamento espontâneo e morte fetal (Sobral et al., 2012; Sharma et al., 2013). 
Estudos conduzidos num grupo de 217 mulheres com problemas reprodutivos 
mostraram que o consumo de álcool um ano antes do ciclo de FIV resultou na redução 
do número de ovócitos puncionados, o consumo um mês antes causou um aumento 
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no número de falhas em alcançar a gravidez, enquanto o consumo de álcool uma 
semana antes aumentou o risco da ocorrência de aborto após a FIV (Klonoff-Cohen et 
al., 2003).  
 
 
1.5.3.  Cafeína 
A cafeína é uma substância presente em diversas bebidas, como cafés, chás, 
refrigerantes e bebidas energéticas (Ricci et al., 2017). Quando ingerida, a cafeína 
atravessa facilmente as membranas biológicas e rapidamente se distribui por todo o 
corpo, tendo sido já encontrada no leite materno, no embrião e no recém-nascido 
(Monteiro et al., 2016).  Esta pode influenciar a fertilidade de ambos os membros do 
casal ao afetar a ovulação, as características menstruais ou a qualidade espermática 
(Wesselink et al., 2016).  
Na mulher, a ingestão de cafeína em excesso pode aumentar o risco de ciclos 
menstruais curtos (Fenster et al., 1999) e reduzir os níveis de estrogénio e 
progesterona na fase lútea (Schliep et al., 2012), o que por sua vez pode aumentar o 
risco de abortamento espontâneo (Hahn et al., 2015). Evidências sugerem ainda que o 
consumo de cafeína está associado a um aumento do tempo de conceção (Bolumar et 
al., 1997),-‘ endometriose e morte fetal in utero (Sobral et al., 2012). No entanto, 
apesar dos efeitos da ingestão de cafeína na fertilidade da mulher terem sido 
estudados extensivamente, os resultados são inconsistentes. Alguns estudos 
epidemiológicos encontraram pouca relação entre a ingestão de cafeína e a fertilidade 
(Hakim et al. 1998; Chavarro et al., 2009; Hatch et al., 2012), enquanto outros 
identificaram relações inversas (Wilcox et al.,1988; Jensen et al., 1998) ou positivas 
(Florack et al., 1994).  
Em relação aos homens, as evidências são ainda mais limitadas e controversas, mas 
alguns estudos mostraram que a ingestão de cafeína está associada à redução da 
concentração e número de espermatozoides (Jensen et al., 2010) e com o aumento 
dos níveis de testosterona (Svartberg et al., 2003; Ramlau-Hansen et al., 2008). 
 
1.5.4.  Excesso de peso 
O excesso de peso não só está ligado ao aumento da incidência de doenças crónicas 
(Must et al., 1999), como também foi demonstrado que aumenta o risco de 
desenvolvimento de problemas reprodutivos (Catalano, 2007). Os efeitos adversos 
deste na fertilidade podem, no entanto, ser reversíveis com a perda de peso (Norman 
et al., 2004), sendo por esse motivo aconselhável a sua diminuição para índices de 
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massa corporal (IMC) apropriados, de forma a maximizar o sucesso dos ciclos de 
tratamento e diminuir os riscos associados (Bellver & Pellicer, 2004; American College 
of Obstetricians and Gynecologists, 2013). A obesidade na mulher (IMC superior a 29) 
tem sido relacionada ao desenvolvimento da síndrome do ovário policístico, distúrbios 
menstruais e ovulatórios, dificuldades na implantação, falhas no tratamento de 
infertilidade e múltiplas complicações na gravidez, como diabetes gestacional, pré-
eclâmpsia e macrossomia fetal (Diamanti‐Kandarakis & Bergiele, 2001; Villamor & 
Cnattingius, 2006; Chavarro et al., 2007; Metwally et al., 2008; Macaluso et al., 2010). 
As pacientes com sobrepeso submetidas aos ciclos de PMA geralmente requerem 
dosagens maiores de gonadotrofina para a estimulação ovárica (Loh et al., 2002), 
produzem menos ovócitos maturos (Crosignani et al., 1994), têm uma qualidade 
embrionária menor (Jones et al., 2000) e uma maior incidência de abortos 
espontâneos (Bellver & Pellicer, 2004). As consequências reprodutivas do excesso de 
peso nos homens foram menos avaliadas, no entanto estudos indicam que o 
sobrepeso masculino (IMC maior que 25) leva a alterações do perfil hormonal, devido 
a uma redução significativa dos níveis de testosterona (Fejes et al., 2006 ; Aggerholm 
et al., 2008). Também foi descrito que o sobrepeso e a obesidade estão relacionados 
a níveis mais baixos de inibina B (Jensen et al., 2004; Aggerholm et al., 2008; Pauli et 
al., 2008), um marcador da função das células de Sertoli e espermatogénese. De 
facto, embora não esteja totalmente claro até que ponto essas alterações hormonais 
afetam o potencial reprodutivo (Chavarro et al., 2010), homens com IMC elevado têm 
demonstrado alterações na quantidade e qualidade dos espermatozoides (Jensen et 
al., 2004; Magnusdottir et al., 2005; Fejes et al., 2006; Kort et al., 2006). 
 
1.2. Objetivos  
Verifica-se que, apesar da crescente investigação relativa ao impacto dos estilos de 
vida na fertilidade, estes são geralmente abordados individualmente (Klonoff-Cohen et 
al., 2003; Mikkelsen et al., 2007; Ricci et al., 2017), salvo um reduzido número de 
exceções (Martini et al., 2004; Anifandis et al., 2014; de Jong et al., 2014),  e olhando 
apenas para um dos membros do casal. Restam, portanto, lacunas no conhecimento 
relativo ao impacto conjunto dos estilos de vida na fertilidade, assim como o efeito que 
ambos os membros do casal possam ter em simultâneo no desenvolvimento 
embrionário. Com este estudo, pretende-se: i) avaliar o impacto na fertilidade de vários 
hábitos de consumo de cada elemento do casal; ii) entender o potencial efeito aditivo 
ou sinergético que poderá ocorrer com a conjugação de mais do que um hábito de 
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consumo em simultâneo; iii) identificar consequências adicionais na fertilidade que 
poderão advir do envolvimento em conjunto de ambos os membros do casal.  
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2. Materiais e Métodos 
2.1. Avaliação espermática  
As amostras seminais foram obtidas de pacientes que recorreram ao CEIE para a 
realização de técnicas de PMA. Todas as colheitas foram feitas por masturbação e as 
respectivas instruções para o processo de colheita foram explicadas ao paciente, de 
acordo om as normas estabelecidas pela World Health Organization (WHO, 2010). As 
amostras foram colhidas num frasco de recolha de fluidos biológicos estéril, 
devidamente identificados com o nome do paciente e o seu número de identificação. 
Aquando da realização do espermograma, a amostra seminal foi avaliada, segundo os 
critérios propostos pela WHO (2010). Para a classificação da qualidade espermática, 
no contexto deste trabalho, apenas os valores de referência da concentração, 
motilidade e morfologia espermática foram considerados. 
A avaliação da motilidade corresponde à determinação quantitativa e qualitativa do 
movimento dos espermatozoides. A contagem e determinação da motilidade foi feita 
depositando-se uma alíquota de 10 μL de sémen numa lâmina, seguida da contagem 
de 200 espermatozoides, com o auxílio dum microscópio ótico de campo claro, na 
ampliação de 400 vezes. A contagem foi feita em duplicado. Com a ajuda dum 
contador de célula, os 200 espermatozoides contados foram classificados como: 
espermatozoides progressivos rápidos que se movem ativamente, tanto linearmente, 
como em grande círculo, com velocidade de 25 μm/s ou superior (equivalente a meia 
cauda ou 5 comprimentos de cabeça dum espermatozoide por segundo); 
espermatozoides progressivos lentos que avançam a uma velocidade superior a 5 
μm/s (equivalente ao comprimento de uma cabeça de espermatozoide por segundo), 
mas inferior 25 μm/s; espermatozoides móveis in situ que têm movimento, mas não 
progridem, movimentando-se a uma velocidade inferior que 5 μm/s; e 
espermatozoides imóveis que apresentam uma ausência completa de movimento. A 
percentagem de espermatozoides de cada classe foi então calculada. A amostra de 
sémen foi considerada normal se a percentagem de espermatozoides móveis 
progressivos rápidos (a) e lentos (b) adicionada à percentagem de espermatozoides 
móveis in situ (c) tiver correspondido a 40% ou mais e a percentagem de progressivos 
rápidos e lentos (a+b) for de 32% ou mais.  
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A determinação da concentração espermática por mililitro foi feita através da utilização 
da câmara de Neubauer. Um volume de 10 μL de amostra seminal + fixador são 
adicionados à câmara por capilaridade e, após 30 minutos, procede-se à contagem 
dos espermatozoides e determinação da concentração. O valor normal de referência é 
de 15 milhões/ml de amostra. 
Por fim, a morfologia foi estudada através de esfregaços em lâmina de 10 μL de 
sémen fresco, fixados com metanol e corados com os corantes Papanicolau e Shorr. 
Foram contados pelo menos 200 espermatozoides ao microscópio ótico de campo 
claro, usando a objetiva de óleo de imersão (1000x), com base em critérios de 
classificação da WHO (2010). A amostra é considerada normal para esse parâmetro 
quando apresenta uma quantidade igual ou superior a 4% de espermatozoides com 
formas normais. 
Tendo isso em conta, no âmbito deste trabalho, as amostras seminais foram 
classificadas como sendo de boa qualidade (3) quando apresentaram os valores 
mínimos de referência considerados normais pela WHO: concentração de 15 
milhões/ml, motilidade a+b+c igual a 40% e a+b igual a 32% e morfologia de 4%; 
qualidade razoável (2) quando apresentaram um dos parâmetros ou mais abaixo dos 
valores de referência: concentração entre 10 a 15 milhões/ml, motilidade a+b+c entre 
20% a 40% e a+b igual a 20% e morfologia de 4%; ou de má qualidade (1) quando 
apresentaram um dos parâmetros ou mais abaixo dos valores de referência: 
concentração menor que 10 milhões/ml, motilidade a+b+c inferior a 20% e a+b igual a 
20% e morfologia inferior a 4%. Com o objetivo de identificar possíveis alterações em 
cada um dos parâmetros, para cada paciente, os três parâmetros foram classificados 
individualmente em 1, 2 ou 3, segundo os valores de referência referidos (tabela 1). 
Feito isso, tendo em conta as três classificações em conjunto, a classificação geral da 
qualidade espermática foi por sua vez atribuída. 
 
Tabela 1. Valores de referência para os três parâmetros seminais escolhidos (concentração, motilidade e morfologia). 
A classificação geral da amostra foi atribuída tendo em conta a classificação dos três parâmetros em isolado. A 
classificação 2 não foi atribuída para a morfologia, já que amostra é considerada de má qualidade para valores de 
morfologia abaixo da referência, não havendo um nível intermédio como acontece com os outros dois parâmetros. 
 Classificação 
 Concentração Motilidade Morfologia 
3 (bom) ≥ 15 milhões/ml ≥ 40% móveis ≥ 4% 
2 (razoável) 10 a 15 milhões/ml 20% a 40% móveis  
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1 (mau) < 10 milhões/ml < 20% móveis < 4% 
 
2.2. Processamento seminal 
Aquando do início do ciclo, após o puncionamento dos ovócitos, a amostra seminal já 
analisada foi obtida para o tratamento, como descrito na secção 2.1. A amostra obtida 
foi então desta vez processada no laboratório de Andrologia, de forma a separar os 
espermatozoides normais dos fatores descapacitantes presentes no plasma seminal e 
ainda reter os espermatozoides imóveis e/ou anormais e outras células que possam 
estar presentes. Numa câmara de fluxo laminar, em condições de assepsia, foram 
preparados dois gradientes de densidade descontínuos, em 2 tubos falcon diferentes, 
ambos com o volume final de 1 ml. Num tubo falcon adicionou-se 0,4 ml de gradiente 
de sílica (SpermGrad™, Vitrolife) + 0,6 de meio de cultura (G-IVF PLUS™, Vitrolife), 
perfazendo uma concentração final de 40% (v/v). Noutro tubo falcon adicionou-se 0,8 
ml de gradiente de sílica + 0,2 ml de meio de cultura, perfazendo uma concentração 
final de 80% (v/v). Com ajuda duma seringa, o gradiente de 80% foi transferido 
cuidadosamente para baixo do gradiente de 40%. A amostra, depois de liquefeita em 
estufa a 35ºC, foi homogeneizada e colocada com auxílio duma pipeta de Pasteur no 
topo dos dois gradientes, sendo o tubo de seguida centrifugado a 1000 rpm, durante 
25 minutos, a 35°C. Depois da centrifugação, retirou-se e descartou-se com uma 
pipeta de Pasteur o sobrenadante que contém o plasma seminal, restos celulares e os 
espermatozoides imóveis e/ou anómalos e transferiu-se o pellet resultante, rico em 
espermatozoides móveis e normais, para um novo tubo falcon limpo. A esse tubo 
adicionou-se 2 ml de meio de cultura previamente aquecido a 37°C. O novo tubo foi 
centrifugado a 1000 rpm, durante 10 minutos, a 35°C para lavagem do pellet, 
assegurando a remoção dos restos dos gradientes de densidade. Depois disso, o 
sobrenadante foi então novamente aspirado e descartado, mantendo-se o menor 
volume possível de meio acima do pellet. Sem perturbar o sedimento, foram 
adicionados até um máximo de 0,5 ml de meio de cultura (dependente da 
concentração e da técnica a utilizar) para swim up. Nesta fase do processamento, o 
tubo com os espermatozoides já preparados foi colocado à temperatura ambiente, em 
posição inclinada (ângulo de 45°), durante cerca de 30 minutos, para permitir a 
migração dos espermatozoides com motilidade progressiva para a superfície, 
espermatozoides estes que foram preferencialmente utilizados nas técnicas. 
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2.3. Colheita de ovócitos 
A aspiração folicular do ovário para colheita de ovócitos das pacientes em ciclo foi 
realizada por punção transvaginal dos folículos, sob controlo ecográfico com uma 
sonda com agulha acoplada, por parte dum médico especializado, numa das salas de 
tratamento do Centro. Nesse processo, o líquido folicular foi aspirado por vácuo para 
tubos de poliestireno, colocados num bloco metálico de suporte, aquecido a 37°C. 
No final da punção, os tubos foram transportados para o laboratório de Embriologia, 
onde, numa bancada de fluxo laminar de superfície aquecida a 37°C e com recurso a 
um estereomicroscópio, o líquido folicular de cada tubo foi transferido para uma placa 
de Petri, procedendo-se à triagem dos complexos cumulus-ovócito (CCO) presentes. 
Os CCO encontrados foram transferidos para uma placa de 4 poços a 37ºC com 500μl 
de meio tamponado em cada poço (G-MOPS PLUS™, Vitrolife) e cobertos com 
parafina líquida para remoção de restos celulares e vestígios de sangue e 
posteriormente distribuídos por uma placa de 4 poços com 500μl de meio de cultura 
em cada poço cobertos com parafina líquida, previamente aquecida a 37°C. Os CCO 
foram então incubados em estufa a 37°C, 6% de CO2 e 5% de O2, até a altura da 
inseminação, caso a técnica utilizada tenha sido uma FIV ou até a desnudação das 
células circundantes, caso a técnica utilizada tenha sido uma ICSI. 
 
2.4. Ciclos de ICSI 
Em ciclos de ICSI, depois de concluído o período de incubação mínimo de 3 horas 
desde a colheita dos ovócitos, efetuou-se a desnudação dos CCO sob um 
estereomicroscópio em câmara de fluxo laminar de superfície aquecida, numa placa 
de 4 poços, previamente incubada a 37º C, durante 30 a 60 minutos, contendo um 
poço com 70μl de meio com enzima para remoção das células do cumulus (HYASE-
10X™, Vitrolife) e coberto com parafina líquida (OVOIL™, Vitrolife) e 3 poços com 
500μl de meio tamponado, também cobertos com parafina líquida. Os CCO foram 
primeiro colocados no poço com enzima e repetidamente aspirados durante 30-40 
segundos até as células circundantes estarem dispersas. De seguida, foram 
sucessivamente e cuidadosamente aspirados com a pipeta de desnudação ao longo 
dos 3 poços com meio tamponado, de modo a remover a totalidade das células 
circundantes e os vestígios de enzima. Depois de desnudados, os ovócitos foram 
avaliados quanto à sua maturidade e qualidade ao microscópio invertido, sendo 
posteriormente incubados a 37°C, 5% de O2 e 6% de CO2, por um período mínimo de 
1 hora, até à realização da ICSI. Os ovócitos foram classificados morfologicamente 
como de boa qualidade (1), de qualidade razoável (2) ou de má qualidade (3), 
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segundo os Critérios de Istambul (Alpha & European Society of Human Reproduction 
and Embryology, 2011). Foram considerados de categoria 1 aqueles que 
apresentaram estrutura esférica com zona pelúcida regular, citoplasma uniforme e 
glóbulo polar com tamanho apropriado; de categoria 2 os que apresentaram espaço 
perivitelino ligeiramente aumentado, citoplasma granular e/ou glóbulo polar 
fragmentado; de categoria 3 aqueles que apresentaram estrutura muito irregular, 
glóbulo polar gigante, espaço perivitelino aumentado ou com inclusões e/ou presença 
de vacúolos. Para serem classificados como de categoria 2 ou 3 tinham 
necessariamente que apresentar um ou mais que um dos parâmetros mencionados 
alterados. 
Foi necessário preparar a placa de ICSI 20 a 30 minutos antes da microinjeção. Na 
região mais à direita duma placa de Petri colocaram-se pequenas gotas de meio 
tamponado (cerca de 5 μl), previamente aquecido a 37°C. Na região mais à esquerda 
colocaram-se duas gotas de meio PVP (aproximadamente 10 μl) que foram 
espalhadas na placa com a ajuda da ponta da micropipeta, formando duas linhas lado 
a lado. Após a sua preparação, a placa foi imediatamente coberta com parafina líquida 
e colocada na estufa a 37°C. Momentos antes da microinjeção, os gâmetas foram 
adicionados à placa. Uma alíquota de volume dependente da concentração dos 
espermatozoides processados foi colocada na periferia da primeira gota de PVP, 
enquanto os ovócitos maturos em metafase II foram colocados individualmente nas 
gotas de meio tamponado. Por fim, para se iniciar a microinjeção, a placa de ICSI foi 
colocada na platina aquecida a 37°C do microscópio invertido, equipado com um 
sistema de micromanipuladores e micropipetas próprio para a realização da técnica. 
Nesta fase, a pipeta de microinjeção foi baixada, com auxílio dos micromanipuladores, 
para a gota mais periférica de PVP contendo os espermatozoides. Esta foi focada, de 
forma a ser possível selecionar e aspirar um espermatozoide com uma boa morfologia. 
O espermatozoide aspirado foi transferido para a gota adjacente de PVP, onde foi 
colocado numa posição perpendicular relativamente à pipeta de microinjeção para, 
através da aplicação dum golpe seco entre a pipeta e o fundo da placa de Petri, na 
zona abaixo da peça intermédia do espermatozoide, esmagar a cauda, imobilizando o 
espermatozoide. 
O espermatozoide imobilizado foi aspirado pela cauda e posicionado na extremidade 
da pipeta ICSI, sendo a micropipeta imediatamente movida para a gota onde o ovócito 
a microinjetar foi depositado. O ovócito foi posicionado com o glóbulo polar às 6 ou às 
12 horas e fixado através de uma ligeira sucção por parte da pipeta holding e, de 
seguida, a pipeta ICSI foi aproximada do ovócito e posicionada às 3 horas. Nesta fase 
a pipeta ICSI foi muito lentamente empurrada de modo a perfurar a zona pelúcida e a 
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membrana citoplasmática do ovócito. Após a pipeta atingir a superfície interna da 
membrana às 9 horas, aspirou-se lentamente uma pequena quantidade de citoplasma 
que foi novamente injetada no ovócito juntamente com o espermatozoide. O 
procedimento termina com a retirada lenta da pipeta ICSI e a libertação do ovócito da 
pipeta holding. Todo este processo foi repetido até todos os ovócitos maduros do ciclo 
em questão serem microinjetados. 
Os ovócitos microinjetados foram por fim transferidos para as respetivas placas de 
time-lapse, previamente preparadas com 80 μl em cada um dos três poços de meio de 
cultura próprio (G-TL™, Vitrolife) e coberta com 4 ml de parafina líquida. As placas, 
devidamente identificadas, foram colocadas dentro do aparelho de time-lapse, onde 
permaneceram até à transferência.  
 
2.5. Ciclos de FIV 
Em ciclos de FIV os CCO puncionados foram mantidos na placa de 4 poços com meio 
de cultura e cobertos com parafina líquida a 37°C numa atmosfera de 6% CO2 e 5% 
O2 até ao momento da inseminação, cerca de 4 a 6 horas após punção. No momento 
da inseminação, sob o estereomicroscópio e em bancada de superfície aquecida, 
adicionou-se o volume determinado de amostra seminal (concentração de 
aproximadamente 50.000 a 100.000 espermatozoides móveis/ml) ao meio de cultura 
dos poços onde foram mantidos os CCO (não mais de cinco CCO por poço). Após 
inseminação, os ovócitos foram incubados juntamente com os espermatozoides nas 
mesmas condições anteriores. Cerca de 17±1 horas depois, foi avaliado o resultado da 
fertilização pela presença dos dois pró-nucleos e pela extrusão do 2º glóbulo polar, 
após a lavagem e desnudação mecânica dos ovócitos numa outra placa de 4 poços 
com meio de cultura. Os pré-zigotos foram então transferidos para as respetivas 
placas de time-lapse, previamente preparadas como descrito anteriormente e 
incubados no aparelho até à transferência.  
 
2.6. Avaliação da morfologia embrionária 
Com o auxílio do equipamento de time-lapse Geri+ os embriões foram classificados 
em dois momentos distintos: ao 3º dia de desenvolvimento (68h +/- 1h) e ao 5º dia de 
desenvolvimento (116h +/- 2h). Seguindo uma versão adaptada dos Critérios de 
Istambul (Ver tabela 2; 3; 4; Alpha & European Society of Human Reproduction and 
Embryology, 2011), os embriões obtidos foram considerados de boa qualidade (3), de 
qualidade razoável (2) ou de má qualidade (1).  
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Ao 3º dia, os embriões foram considerados de categoria 3 se apresentavam 8 células, 
menos de 10% de fragmentação, tamanho específico dos blastómeros para o estado 
celular e isento de multinucleação; de categoria 2 se apresentavam de 9 a 11 células 
e/ou 10 a 25% de fragmentação, mantendo-se os blastómeros de tamanho apropriado 
e sem evidência de multinucleação; e, por fim, de categoria 1 se apresentavam mais 
de 11 células ou menos de 8 células, grau de fragmentação superior a 25%, tamanho 
inapropriado de todos os blastómeros e/ou presença de multinucleação. Para serem 
classificados como de categoria 2 ou 1 foi necessário apresentarem um ou mais que 
um dos parâmetros alterados (tabela 2). 
Já ao 5º dia, em fase de blastocisto, a classificação é dependente das características 
de duas formações celulares embrionárias distintas: a massa celular interna (de grau 1 
quando proeminente, bem definida, com muitas células compactadas e aderentes 
firmemente entre si; de grau 2 quando bem definida, mas com muitas células mal 
agrupadas; grau 3 quando mal definida e com poucas células) e a trofoectoderme (de 
grau 1 com muitas células, formando um epitélio coeso; grau 2 com poucas células, 
formando um epitélio disperso; grau 3 com poucas células). O maior ou menor grau de 
expansão do blastocisto também foi avaliado, podendo ser um blastocisto inicial (grau 
1), blastocisto (grau 2), blastocisto expandido (grau 3) ou blastocisto em 
eclosão/eclodido (grau 4). Tendo isso em conta e segundo os Critérios de Istambul, os 
embriões foram classificados como de boa qualidade, qualidade razoável e má 
qualidade, como definido na tabela 3 e 4. 
 
Tabela 2. Classificação da qualidade embrionária ao 3º dia de desenvolvimento com base em critérios morfológicos. 
 
Classificação 
 
3a (bom) 2b (razoável) 1c (mau) 
Nº de células 7-8 ≥9 ≤6 
Fragmentação (%) 
 
< 10 10 a 25 >25 
Simetria 
 
Presente 
Presente Maioritariamente ausente 
 
Multinucleação Ausente Ausente Presente 
 
3a – Para o embrião ser classificado como de classe 3 é necessário que os 4 parâmetros estejam de acordo com o descrito na tabela.  
2b – Para o embrião ser classificado como de classe 2 apenas pode apresentar alterações no nº de células e/ou na % de fragmentação.  
1c – Para o embrião ser classificado como de classe 1 é necessário apresentar pelo menos um dos 4 parâmetros alterados como descrito na 
tabela. 
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Tabela 3. Classe de blastocistos no que diz respeito aos três critérios morfológicos considerados. 
 
Classe Descrição 
Expansão BL1 Blastocisto inicial 
 
BL2 Blastocisto 
 
BL3 Blastocisto expandido 
 
BL4 Blastocisto em eclosão ou eclodido 
   
Massa celular 
interna 
1 
Proeminente, bem definida, com muitas células 
compactadas e aderentes firmemente entre si 
 
2 Bem definida, mas com muitas células mal agrupadas 
 
3 Mal definida e com poucas células 
   
Trofoectoderme 1 Muitas células, formando um epitélio coeso 
 
2 Poucas células, formando um epitélio disperso 
 
3 Poucas células 
 
 
Tabela 4. Classificação da qualidade embrionária ao 5º dia de desenvolvimento com base em critérios morfológicos. O 
sistema de classificação da qualidade de blastocistos combina a classe da expansão, seguido da classe da massa 
celular interna e por fim a classe da trofoectoderme.  
 
 
Classificação 
3 (bom) 2 (razoável) 1 (mau) 
BL2-1-1 BL1 BL2-2-3 
BL3-1-1 
 
BL2-3-2 
BL4-1-1 BL2-1-2 BL2-3-3 
 
BL2-2-1 
 
 
BL2-2-2 BL3-2-3 
  
BL3-3-2 
 
BL3-1-2 BL3-3-3 
 
BL3-2-1 
 
 
BL3-2-2 BL4-2-3 
  
BL4-3-2 
 
BL4-2-1 BL4-3-3 
 
BL4-1-2 
 
 
BL4-2-2 
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2.7. Questionários sobre os estilos de vida 
Os questionários foram entregues desde o início do mês de fevereiro de 2019 até 
meados de julho. Todos os pacientes amostrados responderam a um questionário 
elaborado pelos autores (Figura s2) aquando da realização do ciclo. O mesmo 
questionário foi atribuído a ambos os membros do casal. Os casos em que apenas um 
dos membros do casal respondeu ao questionário foram considerados casos single.  
As perguntas do questionário foram concebidas de forma a conhecer os hábitos que 
os pacientes mantêm atualmente e os que já tiveram anteriormente. As questões 
abrangeram o consumo de tabaco, álcool, café e drogas recreativas e as respetivas 
frequências de consumo. 
 
2.8. Análise estatística dos dados 
2.8.1.  Variáveis de resposta representativas de fertilidade 
De forma a avaliar o impacto dos estilos de vida, foram selecionados diferentes 
indicadores representativos da fertilidade, tanto ao nível individual, como de casal 
(Tabela 1).  
No homem, dos três parâmetros considerados, apenas considerou-se como variável 
de resposta a qualidade morfológica dos espermatozoides (morfologia espermática). 
Dado que a morfologia não apresenta um nível intermédio de classificação, nesta fase 
atribuiu-se um valor de 1 ou 0 conforme os pacientes apresentaram uma morfologia 
normal ou alterada, respetivamente, de forma a simplificar a análise. A motilidade e a 
concentração não entraram na análise, já que praticamente não houve pacientes com 
valores de referência alterados para estes dois parâmetros. 
Na mulher, considerou-se como variável representativa da fertilidade a taxa de 
sucesso da fecundação, dada pela fração de ovócitos fecundados sobre o total de 
ovócitos puncionados/maduros. Inicialmente, testou-se também um indicador de 
qualidade de ovócitos. No entanto, devido a esta poder apenas ser avaliada em casos 
de ICSI, o n de amostra foi demasiado baixo para o método de análise aplicado.  
No casal, duas variáveis foram consideradas: qualidade embrionária ao 3º e 5º dia. 
Estes dois dias foram escolhidos por corresponderem a fases bastante distintas entre 
si, mas ambas muito representativas do desenvolvimento embrionário (Martin, 2000), 
por ser possível observar um número maior de características morfológicas 
importantes (Racowsky et al., 2003) e por a transferência para o útero ser 
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preferencialmente realizada em um destes dois dias do desenvolvimento no Centro 
onde o estudo foi desenvolvido. 
2.8.2. Seleção das variáveis que influenciam a fertilidade 
Dos dados recolhidos em inquérito, foram descartadas as respostas relativas ao 
consumo de drogas devido a i) uma utilização inferior a 5% da amostragem  (3 em 70 
indivíduos); ii) possibilidade mais elevada da amostra sofrer de um enviesamento, 
devido a uma complexa interação de fatores como falta de estandardização, 
características exigidas pelo estudo e limitações do próprio método de inquirir, 
normalmente associados a inquéritos que pretendem investigar uso de drogas 
(Hochhauser, 1979). Assim, consideraram-se apenas os hábitos de consumo de 
álcool, tabaco e café, tendo em conta três diferentes níveis de intensidade de consumo 
para cada. Adicionalmente, teve-se também em conta o IMC e a idade por serem 
fatores em geral considerados determinantes para a fertilidade (Tabela 5).  
 
2.8.3.  Modelação dos dados 
2.8.3.1. Preparação dos dados e análise descritiva 
Antes de aplicar cada uma das análises de regressão pretendidas, foi necessário 
estandardizar as variáveis explicativas contínuas (IMC e idade), de forma a todos os 
valores se encontrarem na mesma ordem de magnitude e assim obter coeficientes de 
regressão de interpretação razoável  (Zuur et al., 2009). Posteriormente, utilizou-se um 
teste de correlação 𝜏 de Kendall para avaliar a independência entre as variáveis 
contínuas (IMC e idade). Verificou-se que estas estão relacionadas nos homens 
(𝜏 = 2.52;  𝑝 < 0.05), mas não nas mulheres 𝜏 = 0.39;  𝑝 = 0.70), pelo que se 
mantiveram ambas.  
Adicionalmente, procedeu-se a uma breve análise descritiva que permitiu quantificar 
as diferenças observadas entre os dois sexos para os hábitos de consumo, assim 
como as diferenças observadas entre técnicas de inseminação (ICSI e FIV) para as 
variáveis: taxa de sucesso e embriões ao 3º dia. Para tal aplicaram-se testes de 
normalidade de distribuição (Shapiro-Wilks) e, conforme as variáveis demonstrassem 
uma distribuição paramétrica ou não, aplicou-se o teste t de Student ou teste Mann-
Whitney, respetivamente (Quinn & Keough, 2002). Para visualizar estas relações, 
utilizou-se a função ggboxplot do package ggpubr (version 0.2.2; Kassambara, 2017).  
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2.8.3.2. Análises de regressão  
Para verificar a relação existente entre as variáveis explicativas selecionadas e cada 
variável de resposta aplicaram-se modelos de regressão de mínimos quadrados (GLM 
– general linear model) que permite inferir a relação linear que existe entre a variável 
dependente e uma ou várias variáveis explicativas, tanto categóricas, como contínuas 
(Zuur et al., 2009). A fórmula de um modelo linear é a seguinte: 
𝑌 = 𝛽0 + 𝛽1𝑋1+… + 𝛽𝑛𝑋𝑛 + 𝜖   
Onde 𝑌 é o vetor com os valores correspondentes à variável dependente, 𝛽0 é o 
intercept do modelo, 𝛽1 … 𝛽𝑛 correspondem aos vetores dos coeficientes do modelo 
para cada variável explicativa, 𝑋1 … 𝑋𝑛 são os vetores com os valores de cada variável 
independente (podendo ser um valor, caso a variável seja contínua ou vários caso 
esta seja categórica) e 𝜖 é o vetor dos erros residuais do modelo, que corresponde à 
diferença entre os valores observados e aqueles previstos pelo modelo (Zuur et al., 
2009).  
Adicionalmente, no caso da modelação da morfologia espermática, foi necessário 
utilizar um modelo linear generalizado (GLZ – generalized linear model), que é uma 
generalização do GLM em situações em que possa existir uma relação não linear 
entre os fatores preditivos e a variável de resposta e os residuais não sigam uma 
distribuição normal (Nelder & Wedderburn, 1972), sendo muito frequentemente 
utilizados em dados com distribuição binomial, como é o caso da variável morfologia 
espermática (apenas tem duas possibilidades de acontecimento, 0 – qualidade 
alterada; 1 – qualidade normal). Neste caso, é necessário especificar a família de 
distribuição da variável de resposta e utilizar uma função de ligação que permite 
linearizar a relação, de forma a poder ser modelada a relação entre variáveis (Zuur et 
al., 2009). Este modelo pode ser sumarizado da seguinte forma: 
𝑔(𝑌) = 𝛽0 + 𝛽1𝑋1+… + 𝛽𝑛𝑋𝑛 + 𝜖  
onde Y corresponde a fórmula do GLM e g() é a função de ligação que permite 
linearizar a relação entre 𝛽 e 𝑌 e que o erro 𝜖 siga a distribuição normal. 
Para cada variável de resposta, foi estabelecido um full model, utilizando as funções 
lm para GLM e glm para o GLZ, do pacote stats (R Core Team, 2019) tem em conta a 
interação dos 3 hábitos entre si e dos dois parâmetros corporais, resumido pela 
seguinte fórmula: 
𝑉𝑎𝑟𝑖á𝑣𝑒𝑙 𝑑𝑒 𝑓𝑒𝑟𝑡𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 ~ 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜 × 𝑐𝑎𝑓é × á𝑙𝑐𝑜𝑜𝑙 + 𝐼𝑀𝐶 × 𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒  
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De seguida, utilizou-se a função stepAIC do package MASS (Ripley et al., 2019) para 
uma análise bidirecional que adiciona e remove cada variável de forma aditiva ou 
interativa até parar no melhor modelo, isto é, aquele cuja remoção ou adição de uma 
variável leva a uma alteração mais drástica no Akaike Information Criterion (AIC). O 
AIC é um critério que considera a probabilidade de cada modelo relativamente a outro 
e o número total de parâmetros incluídos. Esta forma de seleção baseia-se no 
princípio da parcimónia que afirma que não são necessários modelos mais complexos 
(com um maior número de parâmetros) para explicar os dados, caso estes não 
acrescentem informação nova que seja suficientemente relevante (Burnham & 
Anderson, 2004). Assim, os parâmetros extra sofrem uma penalização quando 
acrescentados, que poderá ou não ser compensada pela quantidade de variância que 
é por eles explicada, e o melhor modelo é aquele com AIC inferior.  
De forma a verificar se as assunções necessárias para aplicar um GLM ou GLZ foram 
cumpridas, efetuaram-se testes de normalidade aos residuais de cada modelo, assim 
como à homogeneidade da variância entre grupos (Shapiro-Wilks e Levene’s test) e 
correlação entre variáveis (Zuur et al., 2009), através das funções shapiro.test, 
leveneTest e vif dos packages stats e car (Fox et al., 2012). Adicionalmente utilizou-se 
a função plot do package stats para efetuar um diagnóstico visual robusto do modelo 
selecionado (exemplo em Figura s1; Ritz & Streibig, 2008).  
Todas as representações visuais dos resultados obtidos nos modelos foram 
desenvolvidas utilizando as funções plot ou visreg, encontrada no package visreg 
(Breheny & Burchett, 2019). Toda a análise foi efetuada utilizando o software R 
(versão 3.6.1; R Core Team, 2019). 
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Tabela 5. Variáveis (explicativas e de resposta) consideradas para este estudo, com respetiva descrição, tipo de 
variável e método de obtenção. 
 
Variáveis Descrição  Tipo Fonte 
De resposta       
morfologia 
espermática 
indicador de qualidade da amostra 
seminal baseado em parâmetros 
morfológicos 
Binomial Amostra seminal  
taxa de sucesso 
fração de ovócitos fecundados do total 
de ovócitos puncionados/maduros 
Contínua 
Ovócitos 
puncionados/maduros 
qualidade de 
embriões ao 3º e 
ao 5º dia 
indicador de qualidade dos embriões 
baseado na contribuição de um score 
do aspeto morfológico de cada um dos 
embriões da amostra  
Embriões em 
desenvolvimento 
explicativas 
  
  
tabaco  
Intensidade de consumo de tabaco 
avaliada em 3 níveis:  1 - não fumador; 
2 - fuma esporadicamente/fumou com 
alguma frequência num período não 
recente; 3 - fuma diariamente ou 
próximo. 
 
 
Categórico 
   (3 níveis)  
Inquérito 
 (Figura s2) 
álcool  
Intensidade de consumo de álcool 
avaliada em 3 níveis:  1 - não bebe; 2 - 
bebe socialmente/esporadicamente; 3 - 
bebe diariamente ou próximo. 
café  
Intensidade de consumo de café 
avaliada em 3 níveis:  1 - não bebe; 2 - 
bebe esporadicamente a 1/dia; 3 - bebe 
2 ou mais/dia. 
Índice de Massa 
Corporal (IMC) 
Índice calculado através do peso (em 
Kg) sobre o quadrado da altura (em m) 
de forma a obter um valor 
representativo da constituição física do 
indivíduo 
Contínua 
idade idade do indivíduo 
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3. Resultados 
3.1. Resultados descritivos da amostra 
Considerando apenas indivíduos que tenham preenchido de forma inequívoca os 
inquéritos atribuídos, o Ntotal amostrado é de 77, dos quais 44 pertencem ao sexo 
feminino e 33 ao masculino, o que corresponde a Ncasal de 33 e Nsingle de 11 indivíduos. 
Dentro destes, a técnica de inseminação aplicada foi a FIV em 19 casais e todos os 
casos single e a ICSI nos restantes 14 casais.  
3.1.1. Hábitos de consumo entre sexos 
Verificaram-se diferenças significativas para o consumo de álcool (Wilcoxon rank = 
906; p < 0.05) e café (Wilcoxon rank = 1001.5; p < 0.01) entre os dois géneros, mas 
não para consumo de tabaco (Wilcoxon rank = 831; p = 0.22). O homem consumiu, em 
média, 19% mais bebidas alcoólicas que a mulher (?̅?ℎ𝑜𝑚𝑒𝑚 = 2.21; ?̅?𝑚𝑢𝑙ℎ𝑒𝑟 = 1.86, 
figura 1.a), 27% mais café (?̅?ℎ𝑜𝑚𝑒𝑚 = 2.33; ?̅?𝑚𝑢𝑙ℎ𝑒𝑟 = 1.84, figura 1.b) e 17% mais 
tabaco (?̅?ℎ𝑜𝑚𝑒𝑚 = 1.79; ?̅?𝑚𝑢𝑙ℎ𝑒𝑟 = 1.52, figura 1.c). 
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Figura 1. Diagramas de caixa representando as diferenças entre sexos para os diferentes hábitos de consumo, a) 
tabaco; b) álcool; e c) café, todos classificados de 1 a 3. As mulheres (F) estão representadas a cinzento e os homens 
(M) a preto. As caixas representam os valores concentrados entre 25 e 75% da amostra e as linhas representam barras 
de erro.  
 
3.1.2. Sucesso de fecundação e qualidade embrionária para as 
diferentes técnicas 
Tendo em conta as diferentes técnicas de inseminação aplicadas nos casais, avaliou-
se a taxa de sucesso da fecundação e a qualidade embrionária ao 3º dia do 
desenvolvimento relativamente a cada uma das técnicas, testando a significância das 
potenciais diferenças. Em média, a taxa de sucesso foi ligeiramente superior utilizando 
FIV em oposição a ICSI (?̅?𝐹𝐼𝑉 = 0.67; ?̅?𝐼𝐶𝑆𝐼 = 0.63). O oposto verificou-se 
relativamente à qualidade embrionária, onde a ICSI obteve valores um pouco 
superiores (?̅?𝐹𝐼𝑉 = 1.62; ?̅?𝐼𝐶𝑆𝐼 = 1.87). No entanto, em nenhum dos casos se 
verificaram diferenças significativas entre as técnicas aplicadas (t = 0.46; p = 0.65 e t = 
-1.35; p = 0.20, respetivamente), o que é evidenciado na Figura 2. 
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Figura 2. Diagramas de caixa representando as diferenças entre técnicas de inseminação para: a) taxa de sucesso de 
fecundação ovocitária; b) qualidade embrionária ao 3º. A FIV está representada a cinzento e ICSI a preto. As caixas 
representam os valores concentrados entre 25 e 75% da amostra e as linhas representam barras de erro.  
 
3.2. Resultados dos modelos 
3.2.1.  Morfologia espermática 
O melhor modelo para prever a qualidade morfológica espermática dos indivíduos 
masculinos amostrados, selecionado através do método iterativo tendo por base os 
valores de AIC foi o seguinte:  
𝑚𝑜𝑟𝑓𝑜𝑙𝑜𝑔𝑖𝑎 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎  ~ 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜 + 𝑐𝑎𝑓é + á𝑙𝑐𝑜𝑜𝑙 +  𝐼𝑀𝐶 +  𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 + 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜: 𝑐𝑎𝑓é
+ 𝑐𝑎𝑓é: á𝑙𝑐𝑜𝑜𝑙 + 𝐼𝑀𝐶: 𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 
Ou seja, o efeito aditivo de todas as variáveis, juntamente com a interação entre os 
efeitos de tabaco e café, café e álcool, assim como IMC e idade explicam a maior 
variabilidade possível entre todas as combinações possíveis das variáveis explicativas 
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consideradas (Tabela 6). No entanto, nem todas as variáveis e interações 
mencionadas foram significativas. A análise dos efeitos principais para este modelo 
revela que o efeito do álcool isolado (χ2 = 8.15; p < 0.05), a interação do café e tabaco 
(χ2 = 13.67; p < 0.01) e do café com o álcool (χ2 = 9.23; p < 0.05) são os únicos 
significativos, com uma ligeira tendência verificada para a idade (χ2 = 3.25; p = 0.071; 
Tabela 6). Adicionalmente, as estimativas β de cada parâmetro demonstram que 
nenhum dos níveis de cada fator, assim como as suas interações, são 
significativamente distintos (Tabela s1). Isto dever-se-á, muito provavelmente, a uma 
amostra masculina reduzida que leva a erros padrão muito elevados para as 
estimativas β, resultando assim em intervalos de confiança demasiado amplos.  
 
Tabela 6. Análise dos componentes principais para prever a variação da qualidade morfológica espermática nos 
indivíduos amostrados. São apresentados: a estatística de contraste associada a uma distribuição de χ2 e graus de 
liberdade (gl) para cada parâmetro, assim como o p-value correspondente. Os símbolos “*” e “
.
” Representam 
significância ou proximidade de significância, respetivamente. 
 
𝝌𝟐 gl p-value 
tabaco 0.012 2 0.99 
café 1.04 2 0.60 
álcool 8.15 2 0.017 * 
IMC 1.71 1 0.19 
idade 3.25 1 0.071 . 
tabaco: café 13.67 2 0.001 * 
café: álcool 9.23 3 0.026 * 
IMC: idade 2.58 1 0.11 
 
 
De forma a comparar e verificar o ajuste deste modelo relativamente aos outros, 
efetuou-se, para além dos diagnósticos com as funções vif e plot, uma análise de 
desvio tendo em conta o modelo nulo, o full model e o modelo aqui selecionado. O 
desvio residual apresentado pelo modelo nulo é de 40.5. Já no modelo 
selecionado esta é significativamente mais baixa: 13.8 com 15 graus de liberdade 
(gl) utilizados (p < 0.05). Por sua vez, este é semelhante ao full model: 13.8 com 
18 gl (p = 1.00). Assim, pelo princípio da parcimónia, confirma-se o modelo 
selecionado como o mais adequado para prever a qualidade morfológica 
espermática amostrada. 
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Os efeitos previstos pelo modelo podem ser visualizados na Figura 3. Verifica-se 
um efeito positivo na qualidade espermática dos níveis superiores do café para os 
níveis 1 e 3 do tabaco e nível 3 do álcool (Figura 3.a e 3.b), que serão 
provavelmente responsáveis pelo efeito geral positivo do álcool no nível 3 (Figura 
3.c). Verifica-se também um efeito positivo da idade na morfologia espermática 
(Figura 3.d). Importa ainda mencionar que, apesar das diferenças apresentadas, 
os intervalos de confiança nas alíneas a) a c) são demasiado amplos para se 
inferir diferenças entre os níveis de consumo com elevado nível de confiança.  
 
 
Figura 3. Efeitos significativos previstos pelo modelo selecionado representados por diagramas de caixas de a) a c) e 
por uma curva de regressão para d). Está representada a relação entre a morfologia espermática e: a) interação do 
consumo de tabaco com o de álcool; b) interação do consumo de álcool com o café; c) consumo de álcool apenas; e d) 
a idade estandardizada para a amostra. As caixas representam intervalos de confiança a 95% e a linha azul o valor 
médio. 
 
3.2.2.  Taxa de sucesso da fecundação 
Relativamente à taxa de sucesso da fecundação, obteve-se o seguinte modelo de 
regressão mínima dos quadrados, pelos critérios de seleção aplicados:  
M
o
rf
o
lo
g
ia
 e
s
p
e
rm
á
ti
c
a
 
M
o
rf
o
lo
g
ia
 e
s
p
e
rm
á
ti
c
a
 
FCUP 
Impacto dos estilos de vida de casais inférteis na qualidade dos gâmetas e embriões 
31 
 
𝑡𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑐𝑒𝑠𝑠𝑜 𝑑𝑎 𝑓𝑒𝑐𝑢𝑛𝑑𝑎çã𝑜 ~ 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜 + 𝑐𝑎𝑓é + 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜: 𝑐𝑎𝑓é 
Neste caso, apenas as variáveis que contemplam consumo de café e tabaco foram 
selecionadas, assim como a interação entre estas, representando assim os fatores de 
maior impacto entre todas as combinações possíveis das variáveis explicativas 
consideradas. Visto não se tratar de uma variável de resposta binomial, é possível 
aplicar a análise de variância (Anova) aos efeitos principais para este modelo. Esta 
revelou que os efeitos selecionados apenas se aproximam da significância na sua 
interação (SQ = 0.25; p = 0.067; Tabela 7). Adicionalmente, as estimativas β de cada 
parâmetro demonstram a interação entre o 2º nível de intensidade de consumo de 
tabaco e café, que interagem aumentando significativamente a taxa de sucesso da 
fecundação (β = 0.48; p < 0.05), relativamente aos dois primeiros níveis de cada uma 
destas variáveis (Tabela s2). De notar uma vez mais que a falta de dados leva a 
intervalos de confiança amplos na maior parte das situações, dificultando a 
interpretação destes resultados, inclusive levando à ausência de estimativas para 
alguns dos níveis em interação. 
 
Tabela 7. Análise de variância dos componentes principais para prever a variação da taxa de sucesso da fecundação 
nos indivíduos amostrados. São apresentados: a soma dos quadrados, a estatística de contraste associada a uma 
distribuição de F (Fischer) e graus de liberdade (gl) para cada parâmetro, assim como o p-value correspondente. Os 
símbolos “*” e “
.
” Representam significância ou proximidade de significância, respetivamente. 
 
SQ gl 𝑭 p-value 
tabaco 0.099 2 1.17      0.32 
café 0.076 2 0.90      0.42 
tabaco: café 0.25 2 2.92      0.067 . 
residuais 1.57 37   
 
 
O ajuste deste modelo relativamente ao full model e ao modelo nulo, efetuou-se 
novamente recorrendo a diagnósticos com as funções vif e plot, e aplicando uma 
Anova tendo em conta os três modelos mencionados. A soma dos quadrados 
residuais apresentada pelo modelo nulo é de 1.95. Já no modelo selecionado esta é 
substancialmente mais baixa: 1.57. No entanto, não foi considerada significativa, dado 
os 6 gl adicionados por este modelo (p = 0.33). Por sua vez, este foi semelhante ao full 
model: 1.47 apesar deste adicionar 9 gl ao modelo selecionado (p = 0.99). Desta 
forma, o modelo selecionado não pode ser considerado como o mais adequado para 
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prever a taxa de sucesso da fecundação utilizando o princípio da parcimónia, ainda 
que este modelo explique bastante mais variância associada à variável de resposta 
que o modelo nulo.  
Os efeitos previstos pelo modelo podem ser visualizados na Figura 4, onde se verifica 
um efeito geral positivo na taxa de sucesso da fecundação para o nível intermédio de 
consumo do tabaco relativamente aos outros níveis, ainda que este efeito não seja 
significativo por si só (Figura 4.a). A interação entre o tabaco e café, apesar dos 
intervalos de confiança amplos, consegue ainda assim demonstrar um efeito 
claramente positivo quando se contempla, dentro do nível intermédio de consumo de 
tabaco, o consumo intermédio de café, relativamente aos restantes níveis (Figura 
4.b).  
 
 
Figura 4. Efeitos previstos pelo modelo selecionado representados por diagramas de caixas. Está representada a 
relação entre a taxa de sucesso da fecundação e: a) consumo de tabaco; e b) interação do consumo de tabaco com o 
café. As caixas representam intervalos de confiança a 95% e a linha azul o valor médio. 
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3.2.3.  Qualidade embrionária ao 3º e 5º dia do desenvolvimento 
Finalmente, foram considerados indivíduos de ambos os sexos para identificar as 
variáveis que influenciam a qualidade embrionária ao terceiro e quinto dia. 
Relativamente ao terceiro dia, o seguinte modelo de regressão mínima dos quadrados 
foi selecionado:  
𝑞𝑢𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒  𝑑𝑖𝑎 3 ~ 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜 + 𝑐𝑎𝑓é + á𝑙𝑐𝑜𝑜𝑙 +  𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 + 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜: 𝑐𝑎𝑓é + 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜: á𝑙𝑐𝑜𝑜𝑙
+ 𝑐𝑎𝑓é: á𝑙𝑐𝑜𝑜𝑙 + 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜: 𝑐𝑎𝑓é: á𝑙𝑐𝑜𝑜𝑙 
 
Apenas o efeito principal da variável IMC está ausente, verificando-se o efeito aditivo 
da idade a atuar em conjunto com todas as dimensões de interações entre as três 
variáveis de hábitos de consumo para prever a qualidade de embriões ao terceiro dia. 
A Anova revela um efeito significativo da variável idade (SQ = 5.51; p < 0.05) e do 
consumo de álcool (SQ = 13.78; p < 0.001), assim como uma forte tendência da 
interação de três vias entre o consumo de tabaco, café e álcool (SQ = 4.6; p = 0.062; 
Tabela 8). 
As estimativas β associadas aos coeficientes de cada nível de variável revelam uma 
forte influência positiva do segundo nível de intensidade de consumo de álcool em 
relação ao 1º (β = 1.13; p = 0.058). Além disso, também se revelaram significativas as 
variáveis seguintes: idade (β = 0.30; p < 0.05); interação de três vias entre o nível mais 
intenso de consumo de tabaco e os níveis intermédios de café e álcool, relativamente 
aos menores níveis desta interação (β = -3.61; p < 0.05; Tabela s3). 
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Tabela 8. Análise de variância dos componentes principais para prever a qualidade embrionária ao 3º dia resultante 
dos indivíduos amostrados. São apresentados: a soma dos quadrados (SQ), a estatística de contraste associada a 
uma distribuição de F (Fischer) e graus de liberdade (gl) para cada parâmetro, assim como o p-value correspondente. 
Os símbolos “*” e “
.
” Representam significância ou proximidade de significância, respetivamente. 
 
SQ gl 𝑭 p-value 
tabaco 3.51 2 2.37      0.10 
café 2.89 2 1.96      0.15 
álcool 15.42 2 10.43     0.00016 * 
idade 5.20 1 7.03 0.011 * 
tabaco: café 2.61 3 1.18      0.33 
tabaco: álcool 1.55 4 0.52      0.72 
café: álcool 1.35 4 0.46      0.77 
tabaco: café: 
álcool 
4.35 
2 2.94 0.062 . 
residuais 36.97 50   
 
Os diagnósticos ao modelo revelaram bom ajuste. Da mesma forma, a análise de 
variância mostrou que o modelo selecionado é significativamente mais adequado 
que o modelo nulo ou o full model. Especificamente, a soma dos quadrados 
residuais apresentada pelo modelo nulo é de 70 comparativamente a 36.97 com 
20 gl adicionais no modelo selecionado (p < 0.05). Por sua vez, este valor é 
semelhante ao full model (36.20), com 2 gl adicionados ao modelo selecionado (p 
= 0.60).  
A Figura 5 permite visualizar os efeitos significativos. Nomeadamente, pode-se 
verificar o aumento da qualidade embrionária para o nível intermédio de consumo 
de álcool relativamente aos restantes (Figura 5.a), e uma tendência ascendente 
da qualidade embrionária com o avanço da idade (Figura 5.b). Por sua vez, nas 
figuras 5.c1 e 5.c2 é possível visualizar a interação de três vias entre os hábitos 
de consumo. Utilizou-se o primeiro e terceiro nível de consumo de tabaco para 
poder constatar as diferenças significativas observadas na tabela s3, que se 
referem ao aumento de qualidade embrionária que se dá entre os primeiros níveis 
das três variáveis (tabaco 1, café 1 e álcool 1) relativamente aos níveis intermédios 
de consumo de café e álcool dentro do terceiro nível de tabaco (tabaco 3, café 2 e 
álcool 2). Adicionalmente, parece verificar-se uma tendência de decréscimo na 
qualidade embrionária para os níveis mais elevados de consumo de café enquanto 
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interagem com o segundo e terceiro nível de consumo de álcool, dentro do último 
nível de tabaco (tabaco 3, café 3 e álcool 2 e 3). 
 
 
Figura 5. Efeitos previstos pelo melhor modelo selecionado representados por diagramas de caixas ou linha de 
regressão. Está representada a relação entre a qualidade embrionária ao 3º dia e: a) consumo de álcool; b) idade 
(estandardizada); e c) a interação de três vias entre o tabaco, café e álcool, representado pela interação entre consumo 
de café e álcool para o menor (c1) e maior (c2) nível de consumo de tabaco, visto ser a diferença de níveis em que se 
obteve significância (Tabela s3). As caixas representam intervalos de confiança a 95% e a linha azul o valor médio. 
 
Já ao quinto dia, foi selecionado o seguinte modelo: 
𝑞𝑢𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒  𝑑𝑖𝑎 5 ~ 𝑡𝑎𝑏𝑎𝑐𝑜 + á𝑙𝑐𝑜𝑜𝑙 +  𝐼𝑀𝐶 + 𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 
Obtém-se assim um modelo sem interações, contendo apenas efeitos aditivos de dois 
hábitos de consumo assim como IMC e idade (SQtabaco = 5.11; SQálcool = 5.91; SQIMC = 
3.81; SQidade = 6.65; p < 0.05). Neste caso, todos os efeitos principais mostraram-se 
significativos segundo a Anova aplicada (Tabela 8). O que, em conjunto com os 
diagnósticos efetuados, parece indicar que se trata de um modelo cujas variáveis 
explicativas são definitivamente importantes na previsão da qualidade embrionária ao 
quinto dia. Adicionalmente, tanto o consumo intermédio de álcool, como de tabaco têm 
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efeitos significativamente distintos na qualidade embrionária (Tabela s4). 
Nomeadamente, há um decréscimo significativo na qualidade embrionária do primeiro 
para o segundo nível de consumo de tabaco (β = -0.96; p < 0.05). Contrariamente, a 
qualidade aumenta significativamente do primeiro para o segundo nível de álcool (β = 
0.91; p < 0.01). No entanto, em ambos os casos, a qualidade embrionária retorna no 
terceiro nível de cada fator a um valor semelhante (ainda que ligeiramente superior) ao 
que se verifica no primeiro nível. Esta relação pode ser visualizada na Figura 6 
(alíneas a e b), onde está ainda representado o aumento da qualidade embrionária ao 
5º dia (Figura 6.a) e, em contraste, a sua relação inversa com o IMC (Figura 6.b).  
 
Tabela 9. Análise de variância dos componentes principais para prever a qualidade embrionária ao 5º dia resultante 
dos indivíduos amostrados. São apresentados: a soma dos quadrados, a estatística de contraste associada a uma 
distribuição de F (Fischer) e graus de liberdade (gl) para cada parâmetro, assim como o p-value correspondente. Os 
símbolos “*” e “
.
” Representam significância ou proximidade de significância, respetivamente. 
 
SQ gl 𝑭 p-value 
tabaco 5.11 2 3.41    0.042 * 
álcool 5.91 2 3.95    0.026 * 
IMC 3.81 1 5.08    0.029 * 
idade 6.65 1 8.89    0.0047 * 
residuais 32.93 44   
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Figura 6. Efeitos previstos pelo melhor modelo selecionado representados por linhas de regressão ou diagramas de 
caixa. Está representada a relação entre a qualidade embrionária ao 5º dia e: a) idade (estandardizada); b) IMC 
(estandardizado); c) consumo de tabaco; e d) consumo de álcool. As caixas representam intervalos de confiança a 95% 
e a linha azul o valor médio. 
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4. Discussão dos resultados 
 
4.1. Resultados descritivos da amostra 
4.1.1.  Hábitos de consumo entre sexos 
No geral, os hábitos de consumo foram superiores no homem em relação à mulher, 
sendo este resultado significativo para o café e o álcool. Estes resultados são 
consistentes com a bibliografia disponível. A generalidade dos estudos que comparam 
a ingestão de álcool em diferentes sociedades e culturas concluem que os homens 
excedem as mulheres a nível de consumo, embora os tamanhos dessas diferenças de 
género variem muito de uma contexto social para outro (Wilsnack et al., 2000; Holmila 
& Raitasalo, 2005). Também é comummente aceite que há mais homens fumadores 
do que mulheres (Jha et al., 2002; Bauer et al., 2007). No entanto, em muitos países 
desenvolvidos, a proporção de mulheres fumadoras tem se aproximado da proporção 
de homens fumadores, devido sobretudo a um decréscimo acentuado no consumo de 
tabaco pelos últimos (WHO, 2005), o que justifica não ter sido observadas diferenças 
significativas entre os dois sexos para este hábito de consumo. 
 
4.1.2.  Sucesso da fecundação e qualidade embrionária para as 
diferentes técnicas 
Por norma, iniciado um tratamento de PMA, a decisão relativamente à técnica a ser 
utilizada é feita após a avaliação do quadro do casal. Diagnosticado um fator grave de 
infertilidade masculina ou havendo um histórico de falhas prévias de ciclos de FIV, a 
técnica a realizar será a ICSI. Existem outras situações em que a escolha da ICSI é 
fundamental para o sucesso do tratamento (e. g. ciclos com ovócitos congelados ou 
realização de diagnóstico genético pré-implantação) (Thornhill et al., 2005; Gook & 
Edgar, 2007). Contudo, esta técnica tem sido também cada vez mais utilizada em 
casos de infertilidade idiopática, idade materna avançada, baixa qualidade ovocitária 
ou número reduzido de ovócitos disponíveis, com o objetivo de diminuir as falhas de 
fecundação (Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 
2012). 
Assim, nos últimos anos, a ICSI tornou-se a técnica preferencial em laboratório, 
mesmo para fatores moderados de infertilidade masculina ou até em casos 
diagnosticados como normais, sendo por isso rotineiramente mais utilizada do que 
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uma FIV convencional (De Geyter et al., 2018). Porém, nem todos os estudos estão de 
acordo com a utilização preferencial da ICSI, já que esta é mais demorada, 
dispendiosa e invasiva, além de ainda persistirem algumas questões em relação a um 
possível risco inerente à técnica na descendência (Wong  & Ledger, 2013). 
No caso deste trabalho, as diferenças entre FIV e ICSI, em termos de taxa de sucesso 
da fecundação e qualidade embrionária, não foram significativas. Verificou-se apenas 
uma taxa de fecundação ligeiramente superior na FIV que nos ciclos de ICSI e o 
oposto no que diz respeito à qualidade embrionária. 
 A falta de significância entre as duas técnicas para a qualidade embrionária é 
consistente com os resultados de vários outros trabalhos (Bukulmez et al., 2000; 
Fishel et al., 2000; Taylor et al., 2008; Yoeli et al., 2008). Estes resultados estão 
também de acordo com os obtidos por um estudo de 2017, que avaliou as diferenças 
nas taxas de fecundação e de nados-vivos entre ICSI e FIV convencional em ciclos 
sem fator de infertilidade masculino e com idade materna avançada (Tannus et al., 
2017). Da mesma forma, no estudo desenvolvido por Bhattacharya et al. (2001), os 
resultados falharam em mostrar benefícios clínicos do uso da ICSI em casos onde se 
poderia recorrer à FIV convencional, quer na taxa de fecundação, quer na taxa de 
implantação. Outros autores também não identificaram diferenças significativas entre 
as técnicas no que diz respeito à taxa de fecundação (Gozlan et al., 2007; Borini et al., 
2009), nem encontraram benefícios na ICSI em relação à FIV convencional 
(Drakopoulos et al., 2019). No entanto, e apesar de não ser diretamente comparável, a 
taxa de gravidez levada à termo foi significativamente superior recorrendo à FIV 
convencional num dos trabalhos (Check et al., 2011).  Já nos estudos de Taylor et al. 
(2008) e Li et al. ( 2018)  as taxas de fecundação foram maiores na FIV convencional 
que na ICSI. Por outro lado, segundo Khamsi et al. (2001), o recurso à ICSI em ciclos 
sem fator de infertilidade masculino aumenta a taxa de fecundação e a qualidade dos 
embriões resultantes, observando-se resultados semelhantes noutros estudos 
disponíveis  (Fishel et al., 2000; Rosen et al., 2010). 
De facto, a ICSI é uma técnica eficaz em casos de fator de infertilidade masculino e 
pode aumentar as taxas de sucesso quando anteriormente ocorreram falhas de 
fecundação por FIV convencional. A sua utilização independentemente da causa da 
infertilidade surge do pressuposto de que a ICSI está associada a uma menor 
probabilidade de falha de fecundação e a um potencial aumento do número de 
embriões (Tucker et al., 2001; Abu-Hassan & Al-Hasani, 2003). Apesar disso, baseado 
na evidência disponível, que é corroborada por este estudo, a sua utilização como 
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rotina não parece ser justificada e deve ser considerada com certa cautela. A FIV é 
comparativamente menos exigente em termos de experiência técnica, equipamentos 
especializados e tempo dispensado. Por esse motivo, identificada a causa da 
infertilidade, a determinação do tratamento deve ter em conta todas as técnicas 
disponíveis, a sua eficácia para o caso e também o custo-benefício para o casal, 
permanecendo na primeira linha de resposta aquelas que de entre todas possam 
promover a gravidez através dum processo mais simples em termos de rotina. 
 
4.2. Resultados dos modelos 
4.2.1.  Morfologia espermática 
Verificou-se que a morfologia espermática é influenciada por todos os hábitos de 
consumo de alguma forma. Nomeadamente, no consumo em conjunto de tabaco ou 
álcool com café as diferenças observadas na qualidade espermática foram 
significativas. O que se observou foi um aumento de qualidade com o aumento de 
consumo de café nos indivíduos que consomem menos e mais tabaco e nos 
indivíduos que consomem mais álcool. Também se observou um aumento da 
qualidade espermática nos indivíduos que consomem mais álcool.  
Estes resultados não correspondem aos esperados. Uma meta-análise de 2011 
conclui que a idade avançada masculina, o tabagismo, consumo de álcool e stress 
psicológico são fatores de risco para a qualidade seminal (Li et al., 2011). Os 
resultados de outra meta-análise recente mostrou que a ingestão de álcool tem um 
efeito negativo no volume e morfologia espermática, sendo que a diferença foi mais 
acentuada no grupo consumidores ocasionais versus consumidores diários, do que no 
grupo nunca versus consumidores ocasionais, sugerindo que um consumo ocasional 
não afeta adversamente os parâmetros seminais (Ricci et al., 2017). Diferentemente, 
outro estudo de 2017 falhou em encontrar associação entre o consumo de álcool e 
cafeína e a qualidade seminal. 
De facto, o que se observa na bibliografia é que continua a não existir um consenso 
em relação aos efeitos isolados do álcool, tabaco e cafeína na fertilidade masculina 
(Goverde et al., 1995; Donnelly et al., 1999; Künzle et al., 2003; Muthusami & 
Chinnaswamy, 2005;  Jensen et al., 2016). Essa discordância entre estudos pode se 
dever a tamanhos amostrais pequenos considerados, a diferenças nas populações de 
pacientes estudadas, a fatores ambientais dos diferentes locais onde os estudos foram 
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conduzidos e a falta de controlo sobre variáveis de confusão (Martini et al., 2004; 
Ramlau-Hansen et al., 2007; Soares & Melo, 2008). 
Por outro lado, a maioria dos investigadores não separa na análise estatística os 
indivíduos que têm mais do que um hábito de consumo, daqueles que possuem 
apenas um. Além disso, são escassos os estudos que avaliam a interação entre os 
hábitos de consumo, sendo que nos poucos disponíveis o foco tem sido no efeito 
combinado do álcool e tabaco nos parâmetros espermáticos (Martini et al., 2004; 
Anifandis et al., 2014; de Jong et al., 2014), sem entrar em linha de conta com a 
cafeína. Por esse motivo os possíveis efeitos sinergéticos ou aditivos dessas 
substâncias na fisiologia reprodutiva masculina não podem ser descartados. 
Nesta análise da morfologia espermática, a baixa quantidade de amostras e inquéritos 
preenchidos conduz a intervalos de confiança demasiado amplos (Figura 3) para 
analisar devidamente as interações entre os diferentes níveis dos hábitos para os 
quais se obteve valores significativos. Tal faz com que a interpretação destes 
resultados deva ser feita com cautela, provavelmente restringindo a análise mais aos 
efeitos principais das variáveis significativas que demonstraram ser importantes 
fatores que interagem entre si para influenciar a morfologia espermática.  
 
4.2.2.  Taxa de sucesso da fecundação 
Dum ponto de vista biológico, o ovócito é amplamente responsável pela regulação de 
eventos envolvidos na fecundação. Para que a fecundação ocorra, o ovócito tem que 
passar por uma série de processos complexos de maturação nuclear e citoplasmática 
(Swain & Pool, 2008). No entanto, anomalias na ocorrência normal desses processos 
nem sempre se refletem no aspeto morfológico do ovócito (Rosen et al., 2010). Por 
outro lado, a avaliação da maturidade e qualidade dos ovócitos através dum sistema 
de score morfológico é um processo difícil, já que os mecanismos subjacentes ao 
aspeto ovocitário são complexos e as alterações identificadas por vezes não são 
sinónimo de inviabilidade (Balaban & Urman, 2006). Além disso, avaliações da 
morfologia ovocitária só são realizadas em ciclos de ICSI, onde a desnudação das 
células do cumulus permite que se faça um exame morfológico das características 
citoplasmáticas e nucleares. Por esses motivos, neste trabalho, a qualidade ovocitária 
não foi diretamente avaliada através da morfologia, mas encontra-se incluída na taxa 
de sucesso da fecundação, já que esta é determinada tendo em conta o número de 
ovócitos puncionados/maturos que fecundaram. A taxa de fecundação como marcador 
substituto para a qualidade dos ovócitos foi, portanto, utilizada, partindo do princípio 
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que ovócitos imaturos ou de qualidade inferior levariam a taxas mais baixas de 
fecundação. 
Para a taxa de sucesso da fecundação, o modelo que se verificou como o melhor foi 
um modelo mais simples, onde apenas a interação entre o tabaco e o café aparentam 
ter um efeito substancial na taxa de sucesso. Efetivamente, parece existir um pico 
significativo na taxa de sucesso relativamente a valores intermédios de consumo de 
tabaco e café, sendo esta taxa inferior em todos os restantes valores (Figura 4.b). 
Visto os consumos intermédios refletirem hábitos ocasionais, esporádicos ou sociais, 
esta subida aparentemente inesperada poderá estar relacionada com outros aspetos 
não abrangidos por este estudo, como fatores psicossociais (Smeenk et al., 2001; 
Cesta et al., 2016), hábitos alimentares (Jahangirifar et al., 2019) e prática de exercício 
físico (Kucuk et al., 2010). No entanto, uma vez mais o número reduzido de dados leva 
a intervalos de confiança bastante amplos e por isso a interpretação deve ser feita 
com cautela. Adicionalmente, o facto do modelo não ser significativamente mais bem 
ajustado que o modelo nulo e de restar muita variância por explicar neste modelo 
(Tabela s2), demonstra que não é um modelo extremamente robusto e que deverão 
existir outros fatores não considerados que poderão ser ainda mais determinantes na 
previsão da taxa de sucesso da fecundação. 
 
4.2.3.  Qualidade embrionária ao 3º e 5º dia do desenvolvimento 
Após a fecundação, o zigoto precisa de passar por uma sequência altamente 
organizada de eventos. A ocorrência desses fenómenos está dependente duma 
reorganização dos genomas parentais, bem como de mudanças epigenéticas que 
orientam a diferenciação celular e restantes processos celulares (Chason et al., 2011). 
Contudo, na bibliografia, são praticamente inexistentes os estudos que consideram o 
impacto conjunto de ambos os membros do casal na qualidade embrionária (Finger et 
al., 2015; McPherson et al., 2015). 
No caso deste estudo, no entanto, a avaliação do efeito dos hábitos de consumo no 
desenvolvimento pós-fecundação considerou a combinação da componente feminina e 
masculina nas duas variáveis indiciadoras do desenvolvimento embrionário 
escolhidas: a qualidade embrionária ao 3º e ao 5º dia. Para esta análise, como o 
número de amostras foi mais elevado, obteve-se no geral modelos mais informativos, 
o que permitiu analisar as estimativas obtidas com maior precisão.  
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Ao 3º dia do desenvolvimento embrionário, verificou-se um efeito significativo do álcool 
para níveis intermédios de consumo e uma forte tendência de significância para a 
interação entre o tabaco, café e álcool (Tabela 8; Figura 5). No caso da interação, a 
tendência foi dum aumento na qualidade embrionária para indivíduos com consumo 
intermédio de álcool e café e um consumo mais elevado de tabaco, quando em 
comparação com os indivíduos com o menor consumo das três substâncias. Já no 
caso do álcool, a tendência manifestou-se de forma semelhante à interação: ocorreu 
um aumento da qualidade embrionária para níveis intermédios, relativamente aos 
outros dois níveis de consumo considerados (Tabela s3). Parece, portanto, verificar-se 
novamente um impacto positivo dos hábitos de consumo intermédios, que por sua vez 
tende a diminuir quando os consumos são maiores.  
Em relação à qualidade embrionária ao 5º dia, foi possível observar um efeito conjunto 
significativo dos hábitos de consumo de café e álcool, assim como do IMC e da idade. 
Apenas estas quatro variáveis explicativas foram selecionadas pelo modelo e, por 
isso, o facto de serem todas significativas parece ser um forte indicativo da 
importância delas para a previsão da qualidade nesta fase do desenvolvimento do 
embrião.  
No que diz respeito aos dois hábitos de consumo, estes revelaram efeitos opostos: o 
consumo intermédio de tabaco levou a valores mais baixos de qualidade embrionária, 
enquanto que o consumo intermédio de álcool conduziu novamente a valores maiores 
de qualidade. Este efeito inconsistente é curioso, contrariando o padrão visto até agora 
da subida de qualidade nos níveis intermédios no caso do tabaco. Tal pode ser reflexo 
das várias limitações que afetam o estudo, desde o preenchimento potencialmente 
pouco preciso dos questionários, à própria dificuldade em categorizar os hábitos de 
consumo em poucas classes. É possível ainda refletir as diferentes propriedades da 
substância considerada, visto que o impacto de consumir tabaco a um nível intermédio 
poderá diferir severamente daquilo que é considerado um consumo esporádico de 
bebidas alcoólicas ou cafés. 
Já para as variáveis fisiológicas, a adição do efeito do IMC levou, com o seu aumento, 
a uma diminuição da qualidade embrionária. Este resultado corresponde ao esperado, 
dado ser reconhecido pela bibliografia que o excesso de peso afeta negativamente o 
sucesso dos ciclos de PMA (Moragianni et al., 2012; Caillon et al., 2015).  É de notar 
que a variável IMC não apareceu no modelo da qualidade embrionária ao 3º dia, mas 
surgiu, embora não de forma significativa, no modelo selecionado para a morfologia 
dos espermatozoides. É possível que este resultado esteja relacionado com uma 
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maior influência da componente masculina no desenvolvimento embrionário ao 5º dia 
relativamente ao 3º, visto ser em geral aceite que o genoma paterno não está ativo na 
fase de clivagem e, portanto, a influência do IMC paterno até ao terceiro dia será mais 
limitada (Artley et al., 1992). Por outro lado, nas fases posteriores do desenvolvimento 
embrionário e após a ativação do genoma embrionário, o impacto do IMC paterno 
poderá ser então maior. Tal como aconteceu neste estudo, outros investigadores 
também já obtiveram resultados semelhantes, não tendo identificado relação entre o 
IMC e o desenvolvimento embrionário até ao 3º dia (Merhi et al., 2013), mas sim na 
fase de blastocisto, onde um IMC paterno maior esteve associado a alterações no 
desenvolvimento normal dos embriões de 5º dia (Bakos et al., 2011). 
Em relação à idade, esta também se revelou um fator importante para a qualidade 
embrionária ao 5º dia. Curiosamente, observou-se uma tendência significativa de 
melhoria da qualidade com o aumento da idade. Essa tendência também foi 
observada para a morfologia dos espermatozoides, embora nesse caso o efeito 
positivo da idade apenas se tenha aproximado da significância. Está bem estabelecido 
que a idade é um dos principais fatores limitantes da fertilidade e dos resultados das 
técnicas de PMA (Balasch, 2010; Balasch & Grataco, 2012). No entanto, alguns 
estudos, apesar de observarem alterações noutros parâmetros, não identificam um 
declínio na qualidade morfológica dos embriões com a idade. Tal é um indício de que 
possivelmente a classificação da qualidade embrionária pelo método de score 
morfológico não será o meio de avaliação mais informativo do efeito da idade nos 
embriões. Contudo, este aumento da qualidade embrionária com a idade poderá estar 
relacionado com a amostra em si. De facto, apenas 5 em 51 dos indivíduos utilizados 
para este modelo apresentam idade inferior a 30 anos, rondando a média de idades os 
36.3 anos, o que resulta numa amostra um pouco envelhecida relativamente ao pico 
de fertilidade e com uma sub-representação do efeito de indivíduos mais jovens que 
poderiam elevar o impacto positivo das idades inferiores na qualidade embrionária.  
 
No geral, apesar de uma amostra pequena que limitou a análise das interações entre 
efeitos, a influência dos hábitos de consumo na fertilidade foi consistentemente 
demonstrada e corroborada. O consumo de tabaco esteve presente em todos os 
modelos selecionados, afetando de forma significativa ou próximo de significância, 
sozinho ou em interação com outros hábitos, todos os indicadores de fertilidade 
analisados. Também o álcool e o café apareceram consistentemente, com destaque 
para o efeito do álcool que se revelou significativo em todos os modelos que apareceu, 
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não estando presente apenas no modelo de taxa de sucesso da fecundação, que foi o 
modelo com pior ajuste.  
Este estudo apresenta, no entanto, algumas limitações. Como já foi dito, a principal 
limitação foi o baixo número de amostras, que restringiu grandemente a capacidade de 
ajuste dos modelos aplicados. Este número reduzido de amostras torna-se ainda mais 
limitante dado a abordagem do estudo que, embora mais realista, é mais complexa, 
pois procurar englobar os efeitos de forma sinergética, em vez de se limitar a uma 
análise individual de cada efeito. Adicionalmente, a divisão em categorias de 
frequência de consumo representa também uma limitação que surge pela dificuldade 
em precisar quantidades relativas ao consumo de bebidas alcoólicas e cafeinadas.  
Os resultados deste estudo demonstraram a importância de uma abordagem mais 
complexa que integre simultaneamente os diferentes hábitos de consumo do indivíduo 
e do casal, assim como os fatores fisiológicos para determinar o impacto destes na 
qualidade dos gâmetas e embriões resultantes. Futuramente, é importante expandir 
esta abordagem, trabalhando para se obter uma amostra mais representativa da 
população. É também importante procurar homogeneizar os critérios que reflitam as 
variáveis a ser analisadas para que os questionários possam ser estandardizados e 
utilizados com maior abrangência, possibilitando que se estabeleça comparações mais 
diretas entre estudos. Além disso, outros métodos de classificação devem ser 
considerados, já que as avaliações por métodos puramente morfológicos podem não 
refletir corretamente o impacto de determinadas variáveis na qualidade dos gâmetas e 
embriões. E por fim, deve-se trabalhar em formas de obter e categorizar a informação 
relativa ao consumo de drogas recreativas ou medicação como antidepressivos e 
ansiolíticos, visto se tratar de fatores que, em conjunto com aqueles que se verificaram 
neste estudo, poderão ser determinantes para a fertilidade. 
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5. Conclusão 
Os estilos de vida incluem comportamentos e hábitos modificáveis que podem 
influenciar bastante a saúde e o bem-estar geral, incluindo a fertilidade. Muitos destes 
comportamentos, como a idade em que se inicia a família, a nutrição, o peso, a prática 
de exercício físico, o stress, determinadas exposições ambientais e ocupacionais, 
assim como o consumo de tabaco, álcool e cafeína e o uso de drogas podem 
influenciar negativamente a fertilidade. Atualmente, o papel que os estilos de vida 
desempenham na fertilidade tem sido muito investigado. O presente estudo abrangeu 
os fatores idade, IMC e hábitos de consumo de álcool, tabaco e cafeína, com o intuito 
de avaliar os seus efeitos isolados e combinados na morfologia espermática, na taxa 
de sucesso da fecundação e na qualidade embrionária ao 3º e 5º dia de 
desenvolvimento.  
Este foi um dos primeiros estudos a considerar simultaneamente várias componentes 
fundamentais para o êxito do ciclo de fertilização in vitro, concentrando-se não só nas 
consequências destes fatores mencionados na componente feminina e masculina 
separadamente, mas observando também a importância do casal.  
Apesar do número pequeno de indivíduos e da aparente discrepância entre alguns dos 
resultados obtidos e a bibliografia, este estudo evidencia a importância de considerar o 
impacto simultâneo de vários hábitos de vida. É frequente que um mesmo paciente 
tenha como estilo de vida mais do que um dos comportamentos mencionados 
anteriormente e por isso uma abordagem integrativa torna-se fundamental. Para além 
disso, considerar o contexto do casal e não apenas o papel da mulher ou do homem 
em isolado durante o desenvolvimento embrionário é essencial, pois nesta fase a 
componente materna e paterna exercem um papel conjunto e, portanto, a inclusão 
confere mais robustez aos resultados. 
Os estilos de vida discutidos no presente estudo revelaram ter o potencial para 
isoladamente ou em conjunto afetar significativamente a fertilidade. É importante 
continuar a desenvolver o conhecimento e as técnicas que permitam determinar com 
maior precisão de que forma os estilos de vida estão a influenciar a fertilidade e os 
resultados dos tratamentos, de modo a aconselhar os pacientes e, eventualmente, 
contribuir para a diminuição da incidência de infertilidade.   
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7. Anexos 
Figura s1. Exemplo de gráficos de diagnóstico utilizados para o modelo selecionado para a qualidade embrionária ao 
5º dia. São quatro resultados que revelam se o modelo é ou não bem ajustado aos dados: a) e c) representam os 
residuais (estandardizados ou não) relativamente aos valores previstos, onde a aproximação de uma linha reta indica 
bom ajuste; b) representa o ajuste dos quantis teóricos aos residuais estandardizados, onde a aproximação dos valores 
à reta tracejada representa um ajuste adequado; e d) que utiliza a distância de Cook para verificar se existem alguns 
valores individuais de residuais que possam ser problemáticos para o modelo. Como nenhum valor se aproxima da 
linha que representa a distância de Cook, esta não se encontra sequer visível, indicando novamente um bom ajuste 
dos residuais do modelo. 
 
 
 
 
a) b) 
c) d) 
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Figura s2. Questionário sobre os estilos de vida elaborado pelos autores. 
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Tabela s1. Melhor modelo geral linearizado selecionado com função stepAIC para prever a variação da qualidade 
morfológica espermática nos indivíduos amostrados. São apresentados: a estimativa β associada a cada parâmetro e 
erro padrão correspondente a esta estimativa, assim como o z-score e p-value associado a cada parâmetro. O símbolo 
“.” representa proximidade de significância. 
 
β Erro padrão z p-value 
Intercept -43.01 16495.15 -0.003 1.00 
tabaco 2 -9.04 7.22 -1.25 0.21 
tabaco 3 -1.29 2.79 -0.46 0.64 
café 2 20.14 17585.08 0.001 1.00 
café 3 21.25 11302.61 0.002 1.00 
álcool 2 66.14 24216.86 0.003 1.00 
álcool 3 21.33 12014.21 0.002 1.00 
IMC 2.49 1.68 1.48 0.14 
idade 3.26 1.82 1.79   0.07 . 
tabaco 2: café 2 61.82 19677.63 0.003 1.00 
tabaco 3: café 2 0.81 3.89 0.21 0.83 
café 2: álcool 2 -66.85 26390.23 -0.003 1.00 
café 3: álcool 2 -36.11 21026.53 -0.002 1.00 
café 2: álcool 3 -2.92 13471.68 0.000 1.00 
IMC: idade -2.89 2.39 -1.21 0.23 
 
Tabela s2. Melhor modelo de regressão de mínimos quadrados selecionado com função stepAIC para prever a 
variação da qualidade morfológica espermática nos indivíduos amostrados. São apresentados: a estimativa β 
associada a cada parâmetro e erro padrão correspondente a esta estimativa, assim como o t-score e p-value associado 
a cada parâmetro. O símbolo “.” representa proximidade de significância. 
 
β Erro padrão t p-value 
Intercept 0.70 0.06 11.77     ~ 0 
tabaco 2 -0.20 0.18 -1.13     0.26 
tabaco 3 -0.10 0.21 -0.46     0.65 
café 2 -0.14 0.08 -1.67     0.10 
café 3 -0.027 0.12 -0.22     0.82 
tabaco 2: café 2 0.48 0.21 2.30    0.027 * 
tabaco 3: café 2 0.21 0.24 0.90     0.37 
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Tabela s3. Melhor modelo de regressão de mínimos quadrados selecionado com função stepAIC para prever a 
qualidade embrionária ao 3º dia resultante dos indivíduos amostrados. São apresentados: a estimativa β associada a 
cada parâmetro e erro padrão correspondente a esta estimativa, assim como o t-score e p-value associado a cada 
parâmetro. O símbolo “.” representa proximidade de significância. 
 
 
Tabela s4. Melhor modelo de regressão de mínimos quadrados selecionado com função stepAIC para prever a 
qualidade embrionária ao 5º dia resultante dos indivíduos amostrados. São apresentados: a estimativa β associada a 
cada parâmetro e erro padrão correspondente a esta estimativa, assim como o t-score e p-value associado a cada 
parâmetro. O símbolo “.” representa proximidade de significância. 
 
β Erro padrão t p-value 
Intercept -0.47 0.25 -1.93  0.060  . 
tabaco 2 -0.96 0.42 -2.26   0.029  * 
tabaco 3 0.25 0.30 0.83     0.41 
álcool 2 0.91 0.33 2.80     0.0075  * 
álcool 3 0.46 0.33 1.40     0.17 
IMC -0.30 0.13 -2.25   0.029  * 
idade 0.36 0.12 2.98     0.0047  * 
 
 
 
β Erro padrão z p-value 
Intercept -0.46 0.43 -1.06 0.29 
tabaco 2 1.58 1.23 1.29 0.20 
tabaco 3 -1.07 1.71 -0.62 0.54 
café 2 -0.24 0.50 -0.49 0.63 
café 3 0.85 0.96 0.88 0.38 
álcool 2 1.13 0.58 1.94 0.058 . 
álcool 3 0.07 0.66 0.10 0.92 
idade 0.30 0.11 2.65 0.011 * 
tabaco 2: café 2 -1.12 0.84 -1.33 0.19 
tabaco 3: café 2 2.23 1.93 1.15 0.25 
tabaco 3: café 3 -0.40 1.20 -0.33 0.74 
tabaco 2: álcool 2 -1.73 1.06 -1.62 0.11 
tabaco 3: álcool 2 2.38 1.43 1.67 0.10 
tabaco 2: álcool 3 -2.04 1.58 -1.29 0.20 
tabaco 3: álcool 3 0.58 1.41 0.41 0.68 
café 2: álcool 2 0.77 0.74 1.04 0.31 
café 3: álcool 2 -1.61 1.12 -1.43 0.16 
café 2: álcool 3 0.31 0.77 0.40 0.69 
café 3: álcool 3 -0.59 1.19 -0.49 0.62 
tabaco 3: café 2: álcool 2 -3.61 1.78 -2.03 0.048 * 
tabaco 3: café 2: álcool 3 -1.02 1.76 -0.58 0.57 
